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1 Zusammenfassung
Bisher konnte bei einer Vielzahl fibrotischer Erkrankungen nachgewiesen werden, dass 
der  Großteil  der  zellulären Veränderungen und der  veränderten Genexpression in  den 
betroffenen Zellen während der Erkrankung durch das Zytokin TGF-β1 induziert werden. 
Des  Weiteren  konnte  verschiedentlich  gezeigt  werden,  dass  ein  weiteres  Mitglied  der 
TGF-β Superfamilie, BMP-7, diese profibrogenen Effekte antagonisiert.
Während einer fibrotischen Erkrankung der Leber sind unter anderem die hepatischen 
Sternzellen  von  Veränderungen  betroffen.  Diese  transdifferenzieren  zu  einem 
Myofibroblasten-ähnlichen  Phänotyp  und  tragen  durch  die  massive  Expression  von 
Proteinen der extrazellulären Matrix zur Fibrogenese bei. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
die Myoblasten-Zelllinie L6E9  als Modell für diesen Vorgang verwendet, da sie unter dem 
Einfluß  von  TGF-β1  ebenfalls  zu  Myofibroblasten-ähnlichen  Zellen  transdifferenziert. 
Weiterhin  ist  die  TGF-β1  Signalvermittlung  in  diesen  Zellen  weitgehend  bekannt  und 
zudem besser von der BMP-7 vermittelten zellulären Antwort abgrenzbar.
Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  BMP-7  Signale  in  L6E9 über  die  beiden  BMP-Typ  I-
Rezeptoren  Alk2  und  Alk3  in  die  Zelle  weitergeleitet  werden.  Dort  findet  die 
Signaltransduktion  zum  Zellkern  über  die  Mediatoren  Smad1  und  Smad5  statt.  Die 
Stimulation mit BMP-7 bewirkt, abhängig von der eingesetzten Konzentration, eine erhöhte 
Expression der Gene Id1, Id2 und Id3. Außerdem konnte eine Aktivierung des MAP-Kinase 
Signalwegs durch BMP-7 und TGF-β1 bestätigt werden, wobei eine selektive Aktivierung 
der MAP-Kinase p38 wahrscheinlich ist.
Die  Stimulation  mit  BMP-7  inhibiert  die  Expression  des  Fibrose-assoziierten  TGF-β1 
Zielgens  Ctgf.  Dieser  Effekt  beruht  nicht  auf  einer  direkten Beeinflussung der  TGF-β1 
Signaltransduktion oder Regulation der Ctgf-Transkription, sondern wird über die Induktion 
eines BMP-7 Zielgens vermittelt. Die spezifische Inhibition des TGF-β1/Smad3 Signalwegs 
hatte  in  entsprechenden  Versuchen  keinen  Einfluss  auf  die  Ctgf-Expression,  bei 
Blockierung der MAP-Kinasen p38 und p44/p42 konnte eine verringerte Ctgf-Expression 
jedoch beobachtet werden.
In L6E9 wird die Regulation der Ctgf-Expression durch TGF-β1 folglich über den MAP-
Kinase Signalweg vermittelt, während die antagonistische Wirkung von BMP-7 in diesem 
Kontext  auf  einem indirekten,  vermutlich  über  den beschriebenen Smad1/5  Signalweg 
vermittelten Mechanismus beruht.
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2 Einleitung
2.1 Der SMAD Signalweg
Die Entwicklung einer Zelle und ihr Verhalten im Zellverband hängen von den Signalen, 
welche die  Zelle  von Ihrer  Umgebung erhält,  ab.  Eine  besondere  Rolle  spielt  hierbei, 
neben z.B. mechanischer Stimulation oder der Temperatur, die Verarbeitung von Signalen,  
die der Zelle über chemische Stimuli vermittelt werden.
In diesem Fall wird ein extrazelluläres Signal von einem oder mehreren Rezeptoren in der 
Membran  ins  Innere  der  Zelle  weitergeleitet  und  führt  letztendlich  zu  einer  zellulären 
Antwort.  Diesen  Vorgang  nennt  man  Signaltransduktion.  Als  Ligand  kommen  hierbei 
verschiedene organische Substanzen in Frage, die nach Ihrer Wirkung eingeteilt werden, 
allerdings  verschiedenen  Molekülklassen  angehören  können.  Als  Ligand  können  z.B. 
Proteine, Peptide, einzelne Aminosäuren, Nukleotide und gelöste Gase dienen [Alberts  et 
al.,  2007].  Je nachdem, wie die  Signale in  der  Zelle  weitergeleitet  werden,  kann man 
verschiedene Signaltransduktionswege unterscheiden.
Der SMAD Signalweg (small mothers against decapentaplegic) (Abbildung 2.1) vermittelt 
Signale,  die  durch  Liganden  der  TGF-β-Superfamilie  (transforming  growth  factor β) 
(Abbildung  2.2)  hervorgerufen  werden  [Heldin et  al.,  1997].  Bei  diesem  klassischen 
Signalweg liegen die entsprechenden Rezeptoren als Dimere in der Zellmembran vor. Die 
Weiterleitung des Signals in die Zelle erfolgt mit Hilfe eines sog. Typ I- und eines Typ II-
Rezeptors  [Wrana et  al.,  1994].  Der  Typ  II-Rezeptor  bindet  zunächst  den  dimeren 
Liganden. Nach Bindung des Liganden durch den Typ II-Rezeptor wird der Typ I-Rezeptor  
in einen stabilen ternären Komplex rekrutiert,  in dem der Ligand an beide Rezeptoren 
gebunden ist. In diesem Komplex wird der Typ I-Rezeptor durch die Serin/Threonin-Kinase 
des Typ II-Rezeptors an einer spezifischen, Glycin- und Serin-reichen Domäne, der GS-
Box, phosphoryliert. Die Aktivierung des Typ I-Rezeptors führt zur Autophosphorylierung 
sowie zur Bindung und Phosphorylierung eines spezifischen Rezeptor-SMADs (R-SMAD). 
Die Phosphorylierung des SMAD-Proteins geschieht hierbei an einem konservierten, C-
terminalen SXS-Motiv. Anschließend bindet das phosphorylierte R-SMAD an SMAD4, das 
sog.  common-SMAD (co-SMAD).  Hierbei  ist  es umstritten,  ob dabei  ein  heterodimerer 
oder ein heterotrimerer Komplex, bestehend aus zwei R-SMADs und SMAD4, gebildet 
wird [Shi & Massagué, 2003]. Wahrscheinlich können aber beide Komplexe abhängig vom 
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regulierten  Gen  auftreten  [Inman  &  Hill,  2002].  Der  SMAD-Komplex  transloziert 
anschließend  in  den  Zellkern  und  reguliert  im  Zusammenspiel  mit  Kofaktoren  die 
Expression von Zielgenen.
Der SMAD Signalweg ist spezifisch für Liganden der TGF-β-Superfamilie. Es handelt sich 
hierbei um parakrine Faktoren, die von der Zelle sezerniert werden und in der Umgebung 
andere Zellen stimulieren [Gilbert, 2000].
Zur TGF-β-Superfamilie zählen die TGF-β Isoformen (TGF-β1, 2, 3 und 5), die Activine, 
die  GDF-Proteine  (growth  and  differentiation  factors),  Nodal  und  BMPs  (bone 
morphogenetic  proteins).  Die  BMPs  stellen  die  größte  Gruppe  innerhalb  der  TGF-β-
Superfamilie dar (Abbildung 2.2).
Abbildung 2.1: Der SMAD Signalweg
Ein Liganden-Dimer der TGF-β Superfamilie bindet an den Typ II-Rezeptor, es folgt die Bindung des Typ 
I-Rezeptors. Dieser wird durch den Typ II-Rezeptor phosphoryliert und phosphoryliert seinerseits den 
Rezeptor-SMAD Mediator (R-SMAD). Dieser transloziert zusammen mit SMAD4 in den Kern, wo er als 
Transkriptionsfaktor wirkt.
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Bei der Synthese von Liganden der TGF-β-Superfamilie wird zunächst eine Präproform 
translatiert, die neben dem Signalpeptid für die Sekretion auch eine Pro-Region enthält, 
welche essentiell  für  die  korrekte Faltung sowie die  Dimerisierung ist  [Gray & Mason, 
1990].  Das Signalpeptid  sowie  die  Pro-Region werden vor  der  Sekretion  proteolytisch 
abgespalten  (Abbildung  2.3).  Die  Sekretion  erfolgt  als  Homo-  oder  Heterodimer  mit 
anderen Mitgliedern der TGF-β-Familie.
Abbildung 2.2: Die TGF-β-Superfamilie
(nach [Gilbert, 2000])
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Die Spezifität des Signalweges für einen bestimmten Liganden der TGF-β Superfamilie 
wird durch den Typ I-Rezeptor sowie das entsprechende R-SMAD-Protein bestimmt. Die 
spezifischen Unterschiede der Signalwege von TGF-β1 und BMP-7 sind in Abbildung 2.4 
dargestellt.  Liganden der TGF-β Superfamilie induzieren unter anderem die Expression 
der  sog.  inhibitorischen SMAD-Proteine  (I-SMAD).  Die  I-SMADs bewirken durch  einen 
negativen Rückkopplungsmechanismus die Inhibition der Phosphorylierung von R-SMAD 
Mediatoren [Nakao et al., 1997] und deren Bindung an SMAD4 [Imamura et al., 1997]. Im 
Zusammenspiel mit SMURF (SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase) führen I-SMADs 
zur Ubiquitinierung und schließlich zur proteasomalen Degradation von TGF-β Rezeptoren 
[Ebisawa et  al.,  2001] und  R-SMADs  [Murakami et  al.,  2003].  Bisher  wurden  zwei 
I-SMADs  beschrieben,  SMAD6 und  SMAD7 [Afrakhte et  al.,  1998].  Während  SMAD7 
sowohl TGF-β1 als auch BMP-Signale inhibieren kann, scheint SMAD6 spezifisch für den 
BMP Signalweg zu sein [Itóh et al., 1998; Ishisaki et al., 1999].
Liganden  der  TGF-β  Superfamilie  signalisieren  zwar  hauptsächlich  über  den  SMAD 
Signalweg, TGF-β Signale können aber auch über andere Signalkaskaden weitergeleitet 
werden. So kann die Signaltransduktion über Rho-GTPasen,  Phosphoinositid-3-Kinasen 
(PI3K) und über MAP-Kinasen erfolgen [Zhang, 2009].
Abbildung 2.3: Präproform und reife Form eines Liganden der TGF-β-Superfamilie.
Zunächst wird eine Präproform des Liganden synthetisiert, durch posttranslationale proteolytische 
Modifikationen entsteht die reife Form.
2   Einleitung                                                                                                                             6  
2.2 TGF-β1 und BMP-7 im Kontext fibrotischer Erkrankungen
Als  Fibrose  oder  fibrotische  Erkrankung  wird  die  ungeregelte  Vermehrung  von 
Bindegewebe  bezeichnet.  Eine  Fibrose  entwickelt  sich  häufig  als  Antwort  auf  eine 
chronisch entzündliche Erkrankung. In deren Folge kommt es zur massiven Proliferation 
mesenchymaler  Zellen,  den  Fibroblasten,  und  deren  Aktivierung.  Zudem  findet  die 
Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) statt, d.h. die Umwandlung von Epithel-Zellen 
zu  mesenchymalen  Zellen.  Die  mesenchymalen  Zellen  differenzieren  letztendlich  zu 
Myofibroblasten-ähnlichen Zellen (MFB) und exprimieren in erhöhtem Maße Proteine der 
extrazellulären Matrix (ECM). Dies führt zur Bildung von Narbengewebe. Nach Abklingen 
der entzündlichen Reaktion bleibt das gebildete Narbengewebe erhalten und verhindert 
die Regeneration des gesunden und funktionellen Gewebes.
Eine  Beteiligung  des  Zytokins  TGF-β1  bei  der  Fibrogenese  wurde  bisher  im Rahmen 
verschiedener Erkrankungen beschrieben, unter anderem bei der rheumatischen Arthritis 
[Arend  &  Dayer,  1990],  bei  fibrotischen  Veränderungen  des  Herzens  in  Folge  eines 
Herzinfarktes  [Chen et  al.,  2000] oder  einer  Myokarditis  [Lang et  al.,  2008],  bei  der 
diabetischen Nephropathie [Yamamoto et al., 1993] und bei der Leberfibrose [Czaja et al., 
1989].
Abbildung 2.4: Vergleich der SMAD Signalwege von TGF-β1 (rechts) und BMP-7 (links).
Unterschiede  zwischen  beiden  Signalwegen  bestehen  bei  den  Typ  I-  und  Typ  II-Rezeptoren,  den 
R-SMAD-Mediatoren und den regulierten Genen.
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Eine Beteiligung von TGF-β1 an nahezu allen charakteristischen Vorgängen der Fibrose 
konnte  dabei  nachgewiesen werden.  TGF-β1 spielt  im Prozess der  Wundheilung eine 
Rolle [Faler et al.,  2006], blockiert die Proliferation epithelialer Zellen [Fràter-Schröder et  
al.,  1986] und  stimuliert  die  Proliferation  von  Fibroblasten  [Brinckerhoff,  1983].  Des 
weiteren  induziert  TGF-β1 die  EMT [Miettinen et  al.,  1994]. TGF-β1 stellt  also  einen 
wichtigen profibrotischen Faktor dar.
Auf  zellulärer  Ebene  lässt  sich  der  Einfluss  von  TGF-β1 durch  die  Regulation  der 
Expression Fibrose-assoziierter Proteine erklären. So steigert TGF-β1 die Expression von 
TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase-1) [Zeng et al., 2006], welches den Abbau der 
ECM durch Matrix Metalloproteinasen (MMP) blockiert [Kufe et al., 2003]. Gleichzeitig wird 
die Expression von MMPs inhibiert [White et al., 2000]. Weitere Zielgene von TGF-β1 sind 
CTGF (connective tissue growth factor) [Bonniaud et al.,  2004] und  PAI-1  (plasminogen 
activator  inhibitor  1)  [Liu,  2008],  beide  führen  zu  gesteigerter  Ablagerung  von  ECM-
Proteinen. Zusätzlich wird die Synthese von Kollagen und Fibronektin, Hauptbestandteile 
der ECM, von TGF-β1 stimuliert [Roberts et al., 1986; Raghow et al., 1987].
Neben der Rolle von TGF-β1 konnte auch eine Beteiligung von BMPs bei fibrosierenden 
Erkrankungen  gezeigt  werden.  Die  verschiedenen  Mitglieder  der  BMP-Familie  haben 
dabei  unterschiedliche  Funktionen  bei  der  Fibrose.  BMP-2  wird  allgemein  als 
profibrotischer  Faktor  angesehen,  der  die  Expression  von  ECM  Proteinen  stimuliert 
[Stelnicki et al.,  1998; Gilbertson et al.,  2008]. Im Gegensatz dazu wurde BMP-7 im im 
Kontext der renalen Fibrose als antifibrotisches Zytokin beschrieben [Hruska et al., 2000].
Die antifibrotische Wirkung von BMP-7 wurde bei verschiedenen Krankheitsbildern bzw. in 
unterschiedlichen Modellsystemen untersucht.  In  kultivierten  Mesangialzellen  der  Maus 
wirkt BMP-7 den profibrotischen Effekten von TGF-β1 durch Inhibition der Pai-1- und Ctgf-
Expression entgegen [Wang & Hirschberg, 2003], indem es die Translokation des Smad3-
Komplexes in den Nukleus inhibiert [Luo et al., 2010]. In der Niere wurde die Umkehr der 
EMT  durch  BMP-7,  also  die  Transition  von  mesenchymalen  zu  epithelialen  Zellen 
beschrieben  [Zeisberg et al.,  2005], während im Linsenepithel der Maus die EMT nach 
Verletzung durch virale Überexpression von BMP-7 bzw. BMP-7-Zielgenen, insbesondere 
inhibitor of DNA binding 2 (Id2), verzögert werden konnte [Saika et al., 2006].
Auch  im  Kontext  der  Leberfibrose  wurden  die  Effekte  von  TGF-β1 und  BMP-7 
beschrieben.  Während  der  Fibrogenese  kommt  es  in  der  Leber  zu  diversen 
Veränderungen.
Bei  einer  Schädigung  der  Leber  sterben  zunächst  Hepatozyten  durch  Apoptose  oder 
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Nekrose während einer  entzündlichen Reaktion  ab  [Ribeiro et  al.,  2004;  Natori et  al., 
2001]. Hepatozyten sind parenchymale Zellen und machen den Großteil der Lebermasse 
aus. Normalerweise werden die abgestorbenen Zellen nach einer Schädigung, z.B. durch 
eine virale Hepatitis, durch gesundes Gewebe ersetzt. Erst bei chronischer Schädigung 
kommt es zu fibrotischen Veränderungen.
Durch das Absterben der Hepatozyten werden Botenstoffe freigesetzt, die zur Infiltration 
von Immunzellen in das Lebergewebe führen. Im Rahmen der entzündlichen Reaktion 
werden  hepatische  Sternzellen  (HSC)  aktiviert.  Diese  liegen  normalerweise  im 
Disse'schen  Raum  in  ruhender  Form  vor.  Die  Funktion  der  HSC  ist  noch  ungenau 
beschreiben,  unter  anderem dienen  sie  der  Vitamin  A-Speicherung  [Wake,  1971].  Bei 
chronischer  Schädigung werden HSC aktiviert  und transdifferenzieren zu  MFB.  Dieser 
Zelltyp zeichnet sich durch kontraktile bzw. motile Eigenschaften aus. MFB migrieren zu 
den Orten der Leberschädigung und sekretieren ECM-Proteine sowie proinflammatorische 
Botenstoffe.  Durch die erhöhte Ablagerung von ECM wird der Stoffaustausch über die 
Sinusoide gestört und die Funktion der Leber geht verloren. Ebenfalls ist bei chronischer 
Leberschädigung eine Aktivierung der Leber-eigenen Immunzellen, der Kupffer-Zellen zu 
beobachten.  Die  Aktivierung  der  verschiedenen  Zelltypen  und  die  Expression  bzw. 
Sekretion  proinflammatorischer  und  profibrogener  Stoffe  führt  zur  fortschreitenden 
Zerstörung funktionellen Gewebes [Bataller & Brenner, 2005; Tacke & Weiskirchen, 2010]. 
In Abbildung 2.5 sind die zellulären Veränderungen während der Fibrogenese in der Leber 
dargestellt.
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Bezogen auf die Wirkung von TGF-β1 und BMP-7 stehen vor allem HSC und Hepatozyten 
im Fokus. Die Transdifferenzierung von HSC wird durch TGF-β1 verstärkt  [Dooley et al., 
2000]. Hingegen wird die Expression typischer Fibrose-assoziierter TGF-β1 Zielgene in 
kultivierten HSC der Ratte durch BMP-7 antagonisiert  [Kinoshita et al.,  2007]. In einem 
anderen  Modell  (immortalisierte  humane  HSC)  wurde  allerdings  eine  Induktion  der 
Expression  der  typischen  ECM-Proteine  Kollagen  I  und  Fibronektin  durch  BMP-7 
beschrieben.  Zudem  wurde  eine  erhöhte  Expression  von  BMP-7  bei  Patienten  mit 
chronischer  Leberschädigung  beobachtet  [Tacke et  al.,  2007].  Neben  seiner 
proapoptotischen Wirkung induziert TGF-β1 in Hepatozyten die EMT [Valdés et al., 2002]. 
In  diesem Kontext  konnte  ebenfalls  eine  antagonistische  Wirkung  von  BMP-7  gezeigt 
werden [Zeisberg et al., 2007].
Abbildung 2.5: Vorgänge und beteiligte Zellen bei der Entstehung der Leberfibrose.
Oben: Vitale Hepatozyten, HSC im ruhenden Zustand, normales sinusoidales Lumen.
Unten:  Infiltration  von  Lymphozyten,  Hepatozyten  sind  geschädigt,  HSC werden zu  Myofibroblasten 
aktiviert, Ablagerung von extrazellulärer Matrix
(Verändert nach: [Bataller & Brenner, 2005])
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2.3 Die Myoblasten-Zelllinie L6E9 als Modell für die Abläufe bei der 
Transdifferenzierung von hepatischen Sternzellen
Die Transdifferenzierung von HSC zu MFB ist ein zentraler Vorgang bei der Entstehung 
der  Leberfibrose  (2.2).  Dieser  Prozess  lässt  sich  in  vitro durch  Kultivierung  isolierter 
primärer HSC künstlich induzieren (Abbildung 2.6) [Schäfer et al., 1987].
In HSC sind die Transdifferenzierungsprozesse jedoch sehr komplex. Es wurde gezeigt, 
dass  TGF-β1  in  diesen  Zellen  über  den  klassischen  Alk5  /  Smad2/3  Signalweg  die 
Aktivierung und Expression von ECM-Proteinen vermittelt.  TGF-β1 kann jedoch zudem 
durch  Bindung  an  Alk1  die  Aktivierung  von  Smad1  und  Smad5  bewirken  und  zur 
Expression von Zielgenen wie Id1 führen [Wiercinska et al., 2006]. Da Alk1 zu den BMP-
Rezeptoren gerechnet wird, ist die Unterscheidung von TGF-β1 und BMP-7 Signalen in 
HSC aufgrund dieser funktionellen Überlappung sehr schwierig. Aus diesem Grund wurde 
die  Zelllinie  L6E9 zur  Untersuchung  des  Einflusses  von  BMP-7  auf  TGF-β1  Signale 
gewählt, da TGF-β1 in diesen Zellen vermutlich nur über den Alk5-Rezeptor signalisiert.  
Zwar wurde die Aktivierung von Smad1/5 durch TGF-β1 in L6E9 beschrieben [Scherner, 
2008; Velasco et al., 2008], doch aufgrund der bisherigen Literatur sowie Ergebnissen aus 
der  Arbeitsgruppe  Meurer  des  Instituts  für  Klinische  Chemie  und  Pathobiochemie  der 
Uniklinik Aachen ist derzeit  davon auszugehen, dass kein BMP-Rezeptor (z.B. Alk1) in 
diesen Prozess involviert ist.
L6E9 sind  ein  Derivat  der  Myoblasten-Zelllinie  L6,  welche  ursprünglich  aus  der 
Oberschenkelmuskulatur neugeborener Ratten isoliert wurde [Yaffe, 1968].
L6E9 besitzen  die  Fähigkeit,  sich  unter  bestimmten  Kulturbedingungen  zu 
Abbildung 2.6: Die Transdifferenzierung hepatischer Sternzellen zu Myofibroblasten.
Die Aktivierung und Transdifferenzierung von HSC wird durch TGF-β1 positiv beeinflusst. Ob und wie 
BMP-7 diesen Vorgang antagonisiert ist bislang nicht vollständig bekannt.
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unterschiedlichen Zelltypen zu differenzieren.  In  Normalmedium mit  hohe Serum-Anteil 
behalten L6E9 ihren undifferenzierten Zustand bei, während sie sich unter Serum-Entzug 
spontan  zu  multinukleären  Myotuben  differenzieren  [Benoff  &  Nadal-Ginard,  1979]. 
TGF-β1 blockiert die myogene Differenzierung von L6E9 [Heino & Massagué, 1990] und 
stimuliert die Expression von Kollagen und Fibronektin [Ignotz & Massagué, 1986], führt 
also zu einem Myofibroblasten-ähnlichen Phänotyp. Die Wirkung von BMP-7 auf L6E9 ist 
bisher nicht bzw. nur unzureichend untersucht worden. Dass in L6E9 BMP-7-Signale über 
den Smad Signalweg vermittelt werden wurde jedoch bereits publiziert [Scherner et al., 
2007]. Auch wurde bereits mehrfach beschrieben, dass Mitglieder der BMP-Familie in der 
Lage  sind,  in  L6 bzw.  L6E9  eine  osteogene  Differenzierung  einzuleiten  (Abbildung  2.7) 
[Yamaguchi et al., 1991; Jortikka et al., 1998].
Abbildung  2.7:  Differenzierung  von  L6E9 Myoblasten  unter  verschiedenen  Kultur-
Bedingungen.
Die roten Pfeile markieren multinukleäre Myotuben.
(Abbildung: Dr. Steffen K. Meurer)
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2.4 Zielsetzung der Arbeit
BMP-7  antagonisiert  in  verschiedenen  zellulären  Systemen  durch  Smad1 und  Smad5 
vermittelte Expression von Id2 Fibrose-relevante TGF-β1 Antworten, wie z.B. die Smad3 
regulierte  Expression  von  Kollagen  I.  Im  Kontext  der  Leberfibrose  wird  dies  derzeit  
allerdings kontrovers diskutiert. Da in L6E9 die Signalwege von TGF-β1 und BMP-7 besser 
differenzierbar  sind  als  in  HSC  wurden  sie  als  Modellsystem  zur  Untersuchung  der 
TGF-β1/BMP-7 Wechselwirkung verwendet.
Im Rahmen der Arbeit sollten die Expression und Funktion putativer BMP-7-Rezeptoren in 
L6E9 untersucht  werden.  Des  weiteren  sollte  eine  detaillierte  Analyse  der  Smad1/5 
Aktivierung  sowie  der  Regulation  von  BMP-Zielgenen  (Id)  in  Abhängigkeit  von  der 
Ligandendosis und Stimulationsdauer durchgeführt werden.
Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit war die Aufklärung der Wechselwirkungen von 
BMP-7 und TGF-β1 im untersuchten Zellsystem.  Hierzu  sollte  die  Regulation Fibrose-
assoziierter Gene durch beide Zytokine untersucht und charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Geräte und Zubehör
Agarose-Gel-Kammern B1a Thermo Scientific, Rochester, 
USA
E-H2 Febikon, Wermelskirchen, D
HB1214 Thermo Scientific, Rochester, 
USA
Autoklav Vacuclav 24 Melag, Berlin, D
Brutschrank B290 Heraeus, Hanau, D
Colorimetrie Victor 1420 Multilabel Counter
mit Wallac 1420 Manager und
Multicalc Advanced 2.60 PerkinElmer, Waltham, USA
Eismaschine ZBE 150 Ziegra, Isernhagen, D
Heizblock Dri-Block DB-2A Techne, Jahnsdorf, D
Heizrührer RET basic IKA, Staufen, D
RET digi-visc IKA, Staufen, D
Heizschüttler Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, D
Kaffeeautomat Senseo HD 7812 Philips, Amsterdam, NL
Kühl-/Gefrierschränke Bosch, Stuttgart, D
Western Blot Detektion Lumi-Imager mit Roche, Mannheim, D
Lumianalyst 3.1 Software 
Lumineszenz-Messung Microbeta 1450
Jet Liquid Scintillation &
Luminescence Counter
mit Microbeta Windows 
Workstation 2.60 Software PerkinElmer, Waltham, USA
Lyophylisator Centrivac VR-1 Heraeus, Hanau, D
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena, D
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Mikrowelle Bosch, Stuttgart, D
pH-Meter pH330 WTW, Weilheim, D
Photometer GeneQuant II Pharmacia, Stockholm, S
Pipetten Eppendorf Research
0,5-10 µl; 2-20 µl; 10-100 µl
200 µl; 100-1000 µl Eppendorf, Hamburg, D
Pipetman P10, P20, P100 Gilson, Middleton, USA
Pipettierhilfe Pipetus-akku Hirschmann, Eberstadt, D
Power Supplies BIO105 Biometra, Göttingen, D
GPS 200/400 Pharmacia, Stockholm, S
2301 Macrodrive 1 LKB, Bromma, S
Pumpe KNF Laboport KNF, Freiburg, D
real-time PCR System Real-Time PCR System 7300
mit Sequence Detection
Software 1.4 Applied Biosystems,
Foster City, USA
Schüttel-Inkubator Certomat BS-1 B. Braun, Meisungen, D
Schüttler Certomat TC2 B. Braun, Meisungen, D
WT16 Biometra, Göttingen, D
SDS-PAGE Kammern XCell SureLock Mini-Cell 
mit XCell II Blot Module Invitrogen, Carlsbad, USA
XCell2 SureLock Midi-Cell Invitrogen, Carlsbad, USA
Sterilisator UT 20P Heraeus, Hanau, D
Sterilwerkbänke LaminAir HB 2448 Heraeus, Hanau, D
HeraSafe HSP 12 Heraeus, Hanau, D
Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen, D
UV-Geldokumentation Gel Jet Imager mit GDS Intas, Göttingen, D
Vortex-Schüttler Reax top Heidolph, Schwabach, D
Vibrofix VF1 IKA, Staufen, D
Waagen 1212 MP Sartorius, Göttingen, D
1364 MP Sartorius, Göttingen, D
2004 MP Sartorius, Göttingen, D
Wasseraufreinigung Milli-Q ZD2023074 Millipore, Billerica, USA
Wasserbad ecoline 011, E100 Heizeinheit Lauda, 
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Lauda-Königshofen, D
Western Blot Kammer TE62X-230V Hoefer, San Francisco, USA
Zellkulturbrutschrank BB 6220 CU Heraeus, Hanau, D
Zentrifugen Biofuge 15 R mit Rotor #3052 Heraeus, Hanau, D
Biofuge Stratos mit Rotor #3047 Heraeus, Hanau, D
Biofuge Stratos mit Rotor #3048 Heraeus, Hanau, D
Biofuge Stratos mit Rotor #3332 Heraeus, Hanau, D
Centrifuge 5414 Eppendorf, Hamburg, D
Centrifuge 5415 D 
mit Rotor F45-24-11 Eppendorf, Hamburg, D
MiniSpin 5452 
mit Rotor F45-12-11 Eppendorf, Hamburg, D
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialen des täglichen Bedarfs (Pipettenspitzen etc.) wurden bis auf einige 
Ausnahmen über das zentrale Lager der Uniklinik Aachen bezogen.
Zusätzlich verwendete Verbrauchsmaterialien:
Chromatographie Papier Whatman, Maidstone, UK
Certified Rigid Thin Wall 96x0,2ml
Skirted Microplates, Natural Starlab, Ahrensburg, D
MicroAmp Optical Adhesive Film Kit Applied Biosystems,
Foster City, USA
NuPAGE Novex 10% Bis-Tris Gel 1.5 mm, 10 well Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.0 mm, 10 well Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.5 mm, 10 well Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Midi Gel, 12+2 wells Invitrogen, Carlsbad, USA
Protran Nitrocellulose Membrane Whatman, Maidstone, UK
Zellkulturschalen, 100 x 20 mm, Polystyrol Sarstedt, Nümbrecht, D
Zellkulturschalen, 6-Well, Polystyrol BD, Franklin Lakes, USA
3.1.3 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
AppliChem, Darmstadt, D
BD, Franklin Lakes, USA
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Cambrex, Charles City, USA
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB
Merck, Darmstadt, D
MP Biomedicals, Solon, USA
Roche, Mannheim, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
3.1.4 Feinchemikalien
complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche, Mannheim, D
Luciferase Assay Reagent Promega, Madison, USA
Luciferase Cell Culture Lysis 5X Reagent Promega, Madison, USA
NuPAGE 4X LDS Sample Buffer Invitrogen, Carlsbad, USA
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA
3.1.5 Enzyme
BamH I Roche, Mannheim, D
EcoR I Roche, Mannheim, D
Expand High Fidelity PCR System Roche, Mannheim, D
Hind III Roche, Mannheim, D
Taq-DNA-Polymerase Roche, Mannheim, D
Taq-DNA-Polymerase, recombinant Invitrogen, Carlsbad, USA
3.1.6 Oligonukleotide (primer)
Sämtliche Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) bezogen. 
Die Primersequenzen sind in 5' → 3' Richtung angegeben.
3.1.6.1 primer für Klonierungen
In  der  Regel  wurden  die  primer-Sequenzen  mit  Hilfe  des  Programms Primer3  (Web: 
frodo.wi.mit.edu/primer3/) erstellt.
mAlk6 (F): gggatccatgctcttacgaagctc
mAlk6 (R): ccgaattctcagagtttaatgtcctggg
mAlk6 (R, HA): cgaattctcaagcgtagtctgggacgtcgtatgggtagagtttaatgtcc
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rActrIIa (F): ggaagcttatgggagctgctgcaaagttgg
rActrIIa (R, HA): ccgaattcagcgtagtctgggacgtcgtatgggtatagactagattctttgggag
rActrIIb (F): ggaagcttatgacggcgccctgggcggccc
rActrIIb (R, HA): ccgaattcagcgtagtctgggacgtcgtatgggtagatgctggactctttagggagc
rAlk2 (F): ggggatccatggtcgatggagcaatgatcc
rAlk2 (R, HA): ccgaattcagcgtagtctgggacgtcgtatgggtaacagtcagtttttaatttgtc 
rAlk3 (F): ggaagcttatgactcagctatacacttac 
rAlk3 (R, HA): ccgaattcagcgtagtctgggacgtcgtatgggtaaatctttacatcctgggattc
rAlk6 (F): ggggatccatggtgaagcaaattggaaaagg
rAlk6 (F, lang): atgctcttacgaagctctgg
rAlk6 (R, HA): ccgaattctcaagcgtagtctgggacgtcgtatgggtagagtttaatgtcctgggactc
rBmprII (F): ggggatccatgacttcctcgctgcagcg
rBmprII (R, HA): ccgaattcagcgtagtctgggacgtcgtatgggtacagacaattcattcctatatc
HA+Stop (R): ccgaattctcaagcgtagtctgggacgtcgtatgggta
3.1.6.2 primer für PCR
Gapdh F tgtggatctgacatgccgcc
Gapdh R caccaccctgttgctgtagc
Id1 F gcatgttatcgactacatc
Id1 R ctcagccagtgatcattg
Id3 F cggaacgtagcctagcc
Id3 R cgttgcccagctgctg
3.1.6.3 primer für qRT-PCR
Sämtliche  primer-Sequenzen  für  qRT-PCR  Analysen  wurden  mit  Hilfe  des  Universal 
ProbeLibrary  Assay  Design  Center  der  Firma  Roche  (Web:  www.roche-applied-
science.com) erstellt.
mAlk6-short-qRT (F): ggactcatcctctgggagat
mAlk6-short-qRT (R): aggtcgtgatatggaagctg
mAlk6-long-qRT (F): gggtcagattttcaatgtcg 
mAlk6-long-qRT (F): gttcctttctgtgcagcatt
rActrIIa-qRT (F): ccctcctgtacttgttcctactca
rActrIIa-qRT (R): gcaatggcttcaaccctagt 
rActrIIb-qRT (F): ggctcagctcatgaacgact 
rActrIIb-qRT (R): ctctgccacgactgcttgt
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rAlk2-qRT (F): tttggcctcgttctgtgg
rAlk2-qRT (R): tggtggcttgtaatcttccact 
rAlk3-qRT (F): ctgtattgtcgccatgatcg
rAlk3-qRT (R): ggttgtaacgacctctgcttg
rAlk6-qRT (F): aatcgatggagcagtgacg 
rAlk6-qRT (R): cgcccagcactctgtcata
rBmprII-qRT (F): gagccctccctggacttg
rBmprII-qRT (R): atatcgaccccgtccaatc
rCtgf-qRT (F): gctgacctagaggaaaacattaaga
rCtgf-qRT (R): ccggtaggtcttcacactgg
rGapdh-qRT (F): ctgcaccaccaactgcttag
rGapdh-qRT (R): tgatggcatggactgtgg
rId1-qRT (F): gcgagatcagtgccttgg
rId1-qRT (R): ttttcctcttgcctcctgaa
rId2-qRT (F): ggacagaaccaaacgtccag
rId2-qRT (R): taagctcagaagggaattcagac
rPai-1-qRT (F): agagccaatcacaaggcact
rPai-1-qRT (R): aggcaagtgagggctgaag
rSnai1-qRT (F): gaagatgcacatccgaagc
rSnai1-qRT (R): agtgggagcaggagaaagg
3.1.7 Vektoren/Plasmide
5xE-box-luciferase Antonio Iavarone, Institute for 
[Rothschild et al., 2006] Cancer  Genetics,  Columbia  
University, New York, USA
(BRE)2-MLP-Luc in pGL3 Basic C.H.  Heldin,  Ludwig  Institute 
[Korchynskyi & ten Dijke, 2002] for Cancer Research, 
Uppsala, S
pcDNA3-E47 Antonio Iavarone, Institute for 
[Rothschild et al., 2006] Cancer  Genetics,  Columbia  
University, New York, USA
pcDNA 3.1/myc-His B Invitrogen, Carlsbad, USA
pGEM-T Easy Vektor Promega, Madison, USA
rAlk2-HA in pcDNA 3.1/myc-His B diese Arbeit
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rAlk3-HA in pcDNA 3.1/myc-His B diese Arbeit
rAlk6-HA in pcDNA 3.1/myc-His B diese Arbeit
rActrIIb in pExpress1 (IRBPp993B0342D) imaGenes, Berlin, D
rActrIIa-HA in pcDNA 3.1/myc-His B diese Arbeit
rActrIIb-HA in pcDNA 3.1/myc-His B diese Arbeit
rBmprII-HA in pcDNA 3.1/myc-His B diese Arbeit
rSmad1 in pCMV-SPORT6 RZPD/ImaGenes, Berlin, D
rSmad5 in pExpress1 RZPD/ImaGenes, Berlin, D
3.1.8 Mikroorganismen und Zelllinien
XL1-blue kompetente E. coli (Escherichia coli)
COS-7: Fibroblasten Zelllinie aus Nierengewebe der grünen Meerkatze (Cercopithecus 
aethiops)
L6E9: Myoblastenzelllinie  aus  der  Oberschenkelmuskulatur  neonataler  Ratten  (Rattus 
norvegicus)
3.1.9 Zellkultur-Medien und -Reagenzien
DMEM (Dulbeccos modified Eagles medium) Lonza, Basel, CH
FCS (Fetal calf serum) PAA, Pasching, AU
HiPerFect Transfection Reagent Qiagen, Hilden, D
L-Glutamine 200 mM Lonza, Basel, CH
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA
Lipofectamine Invitrogen, Carlsbad, USA
Penicillin-Streptomycin Mix 100x Lonza, Basel, CH
Plus Reagent Invitrogen, Carlsbad, USA
Trypsin-EDTA 10x PAA, Pasching, AU
3.1.10 Zytokine
Recombinant Rat PDGF-BB R&D  Systems,  Minneapolis,  
USA
rhBMP-2 (recombinant human BMP-2) R&D  Systems,  Minneapolis,  
USA
rhBMP-7 (recombinant human BMP-7) Peprotech, Hamburg, D
rhBMP-7 (recombinant human BMP-7) R&D  Systems,  Minneapolis,  
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USA
rhTGF-β1 (recombinant human TGF-β1) R&D  Systems,  Minneapolis,  
USA
3.1.11 Inhibitoren
Cycloheximide from microbial, >94% (TLC) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dorsomorphin dihydrochloride Biomol, Hamburg, D
JNK-Inhibitor II Calbiochem/Merck, 
Darmstadt, D
PD98058 Calbiochem/Merck, 
Darmstadt, D
SB203580 Calbiochem/Merck, 
Darmstadt, D
SB431542 Tocris, Bristol, UK
3.1.12 Kommerzielle Reagenzien und Kits
DC Protein Assay Bio-Rad, Hercules, USA
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden, D
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, D
pGEM-T Easy Vector System Promega, Madison, USA
Purelink RNA Minikit Invitrogen, Carlsbad, USA
SYBR GreenER qPCR SuperMix for ABI PRISM instrument Invitrogen, Carlsbad, USA
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3.1.13 siRNAs
Gen Interner Name Qiagen-Name Bestellnummer
Smad1
siSmad1-1 Rn_RGD:3030_1 SI00256347
siSmad1-2 Rn_RGD:3030_2 SI00256354
siSmad1-3 Rn_Smad1_3 SI03078019
Smad5
siSmad5-1 Rn_RGD:620158_1 SI00263928
siSmad5-2 Rn_Smad5_2 SI03093188
siSmad5-3 Rn_RGD:620158_3 SI00263942
Alk2
siAlk2-1 Rn_RGD:620200_1 SI01995959
siAlk2-2 Rn_RGD:620200_2 SI01995966
siAlk2-3 Rn_RGD:620200_3 SI01995973
siAlk2-4 Rn_RGD:620200_4 SI01995980
Alk3
siAlk3-1 Rn_Bmpr1a_1 SI01492883
siAlk3-3 Rn_Bmpr1a_3 SI01492897
siAlk3-4 Rn_Bmpr1a_4 SI01492904
3.1.14 Antikörper
3.1.14.1 Primärantikörper
Monoclonal Anti-β-Actin Clone AC-15 (A1978) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
CTGF (L-20) Goat pAb (sc-14939) Santa  Cruz  Biotechnology,  
Santa Cruz, USA
HA.11 Clone 16B12 Monoclonal Antibody,
Purified Mouse monoclonal (MMS-101P) Covance, Emeryville, USA
Id1 (C-20) Rabbit pAb (sc-488) Santa  Cruz  Biotechnology,  
Santa Cruz, USA
Id2 (C-20) Rabbit pAb (sc-489) Santa  Cruz  Biotechnology,  
Santa Cruz, USA
p38MAPK (pT180/pY182), purified Mouse (612280) BD, Franklin Lakes, USA
p38 Mouse mAb Transduction  Laboratories,  
San Diego, USA
p44/42 MAP Kinase Antibody, Rabbit pAb (9102) Cell  Signaling  Technology,  
Danvers, USA
Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) Rabbit pAb (9101) Cell  Signaling  Technology,  
Danvers, USA
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Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Rabbit pAb (9251) Cell  Signaling  Technology,  
Danvers, USA
Phospho-Smad1 (Ser463/465)/ Smad5 (Ser463/465)/
Smad8 (Ser426/428) Rabbit pAb (9511) Cell  Signaling  Technology,  
Danvers, USA
Phospho-Smad3 (Ser423/425) (C25A9) Rabbit mAb (9520) Cell  Signaling  Technology,  
Danvers, USA
Phospho-Smad3 (Ser423/425)/
Smad1 (Ser463/465) Rabbit pAb (9514) Cell  Signaling  Technology,  
Danvers, USA
3.1.14.2 Sekundärantikörper
donkey-anti-goat-IgG-HRP (sc-2020) Santa  Cruz  Biotechnology,  
Santa Cruz, USA
goat-anti-mouse-IgG-HRP (sc-2005) Santa  Cruz  Biotechnology,  
Santa Cruz, USA
goat-anti-rabbit-IgG-HRP (sc-2004) Santa  Cruz  Biotechnology,  
Santa Cruz, USA
3.1.15 Puffer, Lösungen und Medien
CaCl2 1 M (100 ml): CaCl2 x 2 H2O 14,7 g 
H2O ad 100 ml
autoklavieren
DNA-Gelladepuffer 6x (10 ml): Ficoll 400 1,5 g
H2O ad 10 ml
Orange G und Xylene Cyanol bis zur 
gewünschten Intensität zugeben.
KCl 1 M (100 ml): KCl 7,45 g
H2O ad 100 ml 
autoklavieren
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KOAc 3 M (100 ml): C2H3KO2 29,44 g
H2O ad 80 ml
pH mit Essigsäure auf 6,0 einstellen,
H2O ad 100 ml
sterilfiltrieren
LB-Medium (Miller) (1 L): Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NaCl 10 g
H2O ad 1 L
pH 7,0
autoklavieren
LB-Agar (1 L): Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NaCl 10 g
Agar 15 g
H2O ad 1 L
pH 7,0
autoklavieren, abkühlen auf 50°C, Antibiotika 
zugeben und Platten gießen
MES-SDS-PAGE Puffer, 20x (1 L): MES 1,0 M (195,2 g)
Tris 1,0 M (121,12 g)
SDS 69,3 mM (20,0 g)
EDTA 20,5 mM (6,0 g)
H2O ad 1 L
MgSO4 1 M (100 ml): MgSO4 x 7 H2O 24,6 g
H2O ad 100 ml
autoklavieren
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Minipräp-Lösung 1 (100 ml): Glucose 50 mM (5 ml einer 1 M Lösung)
EDTA 10 mM (2 ml einer 500 mM Lösung, pH 8)
Tris-HCl 25 mM (2,5 ml einer 1 M Lösung, pH 8)
H2O 90,5 ml
bei 4°C lagern
Minipräp-Lösung 2 (100 ml): NaOH 0,2 M (10 ml einer 2 M Lösung)
SDS 1% (5 ml einer 20%igen Lösung)
H2O 85 ml 
Minipräp-Lösung 3 (200 ml): 5 M Kaliumacetatlösung 120 ml
Eisessig 23 ml
H2O 57 ml
bei 4°C lagern
MnCl2 1 M (20 ml): MnCl2 x 4 H2O 3,96 g
H2O ad 20 ml
sterilfiltrieren und bei -20°C lagern
MOPS 1 M (100 ml): MOPS 20,93 g
H2O 60 ml 
pH mit 5 M NaOH auf 7,0 einstellen
H2O ad 100 ml
sterilfiltrieren
MOPS-SDS-PAGE Puffer, 20x (1 L): MOPS 1,0 M (209,2 g)
Tris 1,0 M (121,12 g)
SDS 69,3 mM (20,0 g)
EDTA 20,5 mM (6,0 g)
H2O ad 1 L
NaCl 1 M (100 ml): NaCl: 5,84 g
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H2O ad 100 ml
autoklavieren
PBS, 10x (1 L): NaCl 1,37 M (80 g)
KCl 27 mM (2 g)
Na2HPO4 100 mM (14,2 g)
KH2PO4 15 mM (2,04 g)
H2O ad 1 L
pH 7,4
RIPA-Puffer (1 L): Tris 20 mM (2,42 g)
NaCl 150 mM (8,76 g)
Nonidet P-40 2% (20 ml)
SDS 0,1% (1,0 g)
Natriumdeoxycholat 0,5% (5,0 g)
H2O ad 1 L
pH 7,2
TBE, 10x (1 L): Tris 0,89 M (108 g)
Borsäure 0,89 M (55 g)
EDTA-Dihydrat 20 mM (7,44 g)
H2O ad 1 L
TBS, 10x (1 L): Tris 1,37 M (12,1 g)
NaCl 1,5 M (87,66 g)
H2O ad 1 L
pH 7,6
TE-Puffer (100 ml): Tris-HCl pH 8,0 10 mM (1 ml einer 1 M Lösung)
EDTA pH 8,0 1 mM (0,2 ml einer 500 mM Lösung)
H2O: 98,8 ml
TFB I -Puffer (100 ml): RbCl 100 mM (2,5 ml einer 4 M Lösung)
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MnCl2 50 mM (5 ml einer 1 M Lösung)
CaCl2 10 mM (1 ml einer 1 M Lösung)
KOAc 30 mM (0,6 ml einer 3 M Lösung)
Glycerin 15 ml
H2O 75,9 ml
TFB II-Puffer (100 ml): MOPS 10 mM (1 ml einer 1 M Lösung)
CaCl2 75 mM (7,5 ml einer 1 M Lösung)
NaCl 10 mM (1 ml einer 1 M Lösung)
Glycerin 15 ml
H2O 75,5 ml
2x TY-Medium (1 L): Trypton 16 g
Hefeextrakt 10 g
NaCl 5 g 
H2O ad 1 L
autoklavieren
RbCl 4 M (20 ml): RbCl 9,67 g
H2O ad 20 ml
sterilfiltrieren und bei -20°C lagern
Western Blot Transfer Puffer „NuPage“, 20x (1 L):
Bicine 0,5 M (81,6 g)
Bis-Tris 0,5 M (104,8 g)
EDTA 20,5 mM (6,0 g)
Chlorobutanol 1 mM (0,2 g)
H2O ad 1 L
Western Blot Transfer Puffer „Towbin“, 1x (5 L):
Tris 0,025 M (15,5 g)
Glycin 0,192 M ( 72,0 g)
Methanol 20 % (1 L)
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden
3.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Um  spezifische  DNA-Abschnitte  zu  vervielfältigen,  z.B.  im  Zuge  der  Klonierung  bzw. 
Nachweisversuche, wurde die Methode der Polymerasekettenreaktion angewandt.
Während der Arbeit wurden Taq-Polymerasen der Firmen Roche und Invitrogen inkl. der 
jeweils mitgelieferten Reagenzien verwendet. Die verwendeten dNTPs stammten in jedem 
Fall von der Firma Roche und wurden als Mix mit einer Konzentration von 10 mM pro 
dNTP angesetzt. Polymerasekettenreaktionen wurden während der Arbeit nur an Plasmid-
DNA oder cDNA durchgeführt. Wurde Plasmid-DNA verwendet, so wurde dieser vorher auf 
eine Konzentration von ca. 100 ng/µl verdünnt und 1 µl in die PCR eingesetzt. Bei der 
verwendeten Methode zur  cDNA-Synthese (3.2.1.5)  kann die  Konzentration der  cDNA 
nicht gemessen werden, hier wurde generell 1 µl Probe für die PCR verwendet.
PCR-Ansatz mit Roche Taq-Polymerase (Gesamtvolumen 25 µl):
H2O: 18,0 µl
10x-PCR-Puffer (enthält MgCl2): 2,5 µl
dNTP-Mix: 0,5 µl
F-primer (100 ng/µl): 1,0 µl
R-primer (100 ng/µl): 1,0 µl
DNA-Polymerase: 1,0 µl
DNA: 1,0 µl
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PCR-Ansatz mit Invitrogen Taq-Polymerase (Gesamtvolumen 25 µl):
H2O: 18,05 µl
10x-PCR-Puffer: 2,5 µl
MgCl2: 0,75 µl
dNTP-Mix: 0,5 µl
F-primer: 1,0 µl
R-primer: 1,0 µl
DNA-Polymerase: 0,2 µl
DNA: 1,0 µl
Falls nötig wurde die MgCl2 Konzentration angepasst, standardmäßig wurde jedoch eine 
Endkonzentration von 1,5 mM verwendet.
Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma Biometra, Modell T3000, durchgeführt. 
Dabei wurde folgendes Programm verwendet:
1. 94°C: 5 min (Roche) bzw. 3 min (Invitrogen)
2. 94°C: 1 min
3. X°C: 1 min
4. 72°C: 30 sec - 3 min → 20 – 45 x Schritt 2 bis 4 wiederholen
5. 72°C: 10 min
6. 4°C: ∞
Die  annealing-Temperatur in Schritt  3 (primer-Anlagerung) wurde je nach verwendetem 
primer-Paar an die Schmelztemperaturen der primer angepasst und betrug üblicherweise 
zwischen 54 und 60°C. Die Dauer von Schritt 4 (Extension) wurde je nach Länge der zu 
amplifizierenden Sequenz gewählt, wobei als Faustregel pro 1000 bp 1 min gilt, minimal 
wurden jedoch 30 sec verwendet.
Für  Klonierungen  (3.2.1.7)  wurde,  wegen  der  höheren  Genauigkeit  durch  zusätzliche 
proofreading Eigenschaften, das Expand High Fidelity PCR System (Roche, Mannheim, 
D) verwendet.
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PCR-Ansatz Expand High Fidelity PCR System (Gesamtvolumen 50 µl):
H2O: 33,0 µl
10x-PCR-Puffer: 5,0 µl
dNTP-Mix: 2,0 µl
F-primer (100 ng/µl): 4,0 µl
R-primer (100 ng/µl): 4,0 µl
High Fidelity Polymerase: 4,0 µl
DNA: 1,0 µl
PCR-Programm High Fidelity PCR System:
1. 94°C: 5 min
2. 94°C: 30 sec
3. X°C: 30 sec
4. 72°C: 5 min → 20 – 45 x Schritt 2 bis 4 wiederholen
5. 72°C: 10 min
6. 4°C: ∞
3.2.1.2 DNA-Gelelektrophorese
Während  der  Arbeit  wurden  1%-  bis  3%-ige  Agarose-Gele  (Agarose  in  1x  TBE)  mit 
Ethidium-Bromid  in  einer  Konzentration  von  0,5  µg/ml  verwendet.  Um die  Größe  der 
Fragmente abschätzen zu können wurde je nach Anwendung zusätzlich eine 1-kb- oder 
100-bp-Leiter  aufgetragen.  Die  Proben  wurden  außerdem im Verhältnis  1:6  mit  DNA-
Gelladepuffer versetzt.
3.2.1.3 DNA-Sequenzierung
Zur  Sequenzüberprüfung  wurden  bei  verschiedenen  Arbeitsschritten  DNA- 
Sequenzierungen durchgeführt.  Es  wurde ausschließlich  Plasmid-DNA sequenziert,  die 
zuvor mittels Mini- oder Maxi-Präparation aufgereinigt wurde. Zur Sequenzierung wurde 
die  DNA entweder  eingeschickt  oder  die  Sequenzier-PCR und anschließende Analyse 
selber durchgeführt.
Zur  Sequenzierung  wurden  die  DNA  Proben  an  die  Firma  Eurofins  MWG  Operon 
(Ebersberg, D) geschickt. Hierbei wurde nach der Anleitung auf der Website verfahren 
(http://www.eurofinsdna.com).  Es wurde der  Service “Value Read Service  in  Tubes”  in 
Anspruch genommen.
Wurde  die  Sequenzierung  selber  vorgenommen,  so  wurde  im  ersten  Schritt  die 
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Sequenzier-PCR durchgeführt. Es wurde der BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix 
(Applied Biosystems, Foster City, USA) für die Sequenzierreaktion verwendet (s.u.). Die 
fertigen Proben wurden über Centri-Sep Säulen (Applied Biosystems, Foster City, USA) 
nach Herstellerangaben aufgereinigt,  lyophilisiert  und in 20 µl Hi-Di Formamid (Applied 
Biosystems, Foster City, USA) resuspendiert. Die Analyse erfolgte anschließend auf dem 
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Sequenzier-PCR-Ansatz:
DNA-Probe: 500 ng
primer (20 ng/µl): 2,0 μl
BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix: 8,0 μl
H2O ad 20 μl 
Sequenzier-PCR Programm:
1. 95°C: 5 min
2. 95°C: 30 sec
3. 54°C: 20 sec 
4. 60°C: 4 min → 50 x Schritt 2 bis 4 wiederholen
5. 4°C ∞
3.2.1.4 RNA-Isolation
Im Laufe der Arbeit wurde wiederholt aus Säugetier-Zellen RNA isoliert. Hierzu wurde das 
Purelink  RNA  Mini  Kit  (Invitrogen,  Carlsbad,  USA)  verwendet.  Es  wurde  nach 
Herstellerangaben verfahren. Dem Lysepuffer wurde immer β-Mercaptoethanol in der im 
Handbuch empfohlenen Konzentration zugegeben. Bei Lyse eines wells einer 6-well-Platte 
wurden 300 µl Lysepuffer verwendet. Wurden die Proben später für die quantitative PCR 
(3.2.1.12) verwendet, so wurde zusätzlich ein DNase-Verdau, ebenfalls wie im Handbuch 
beschrieben, durchgeführt. Die Proben wurde in 30 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Die 
RNA-Konzentration  wurde photometrisch bestimmt.  Die isolierte  RNA wurde bei  -80°C 
gelagert.
3.2.1.5 cDNA-Synthese
Um die isolierte RNA für weitere Analysen zugänglich zu machen, wurde sie in cDNA 
umgeschrieben. Dies erfolgte mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, welches in der 
Lage  ist,  aus  einer  RNA-Vorlage  Einzelstrang-DNA  zu  synthetisieren.  Es  wurde 
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Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet, dabei wurden 
jeweils 1 µg RNA pro Reaktion eingesetzt. Folgendes Schema wurde dabei eingehalten:
RT-PCR-Ansatz:
RNA: 1,0 µg
dNTP-Mix (s. PCR): 1,0 µl
random primers: 250 ng (0,5 µl einer 500 ng/µl Verdünnung)
ad 13 µl H2O
→ 65°C für 5 min
Zentrifugieren
Zugeben: 4 µl 5x First-strand buffer, 2 µl 0,1 M DTT
→ 42°C für 2 min
Zugeben: 1 µl Superscript II RT
→ 25°C für 10 min, 42°C für 1 h, 70°C für 15 min
Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.
3.2.1.6 Restriktionsverdau von DNA
Bei  verschiedenen  Arbeitsschritten  musste  DNA enzymatisch  verdaut  werden.  Hierzu 
wurde  das  jeweils  benötigte  Enzym bzw.  die  benötigten  Enzyme zusammen mit  dem 
entsprechenden Puffer und der zu verdauenden DNA vermischt und für 1 - 16 h bei 37°C  
inkubiert.
Ein typischer Restriktionsverdau setzte sich wie folgt zusammen:
Restriktionsenzym: 5 - 20 U
10x Puffer: 2,0 µl
DNA: 500 ng - 2 µg
H2O: ad 20 µl
Die Überprüfung des Verdaus erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese (3.2.1.2).
3.2.1.7 Klonierung
Die  potenziellen  BMP-7  Rezeptoren  wurden  zur  künstlichen  Expression  im  Zellkultur-
Modell in einen Expressionsvektor kloniert. Hierzu wurde zunächst eine PCR unter Einsatz 
spezifischer  primer für die einzelnen Rezeptoren an aus hepatischen Sternzellen (HSC) 
der  Ratte  gewonnener  RNA bzw.  cDNA durchgeführt  (Vorarbeit).  Die  PCR-Produkte 
wurden nach elektrophoretischer Auftrennung aus dem Agarosegel mit Hilfe des QIAquick 
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Gel  Extraction  Kit  (Qiagen,  Hilden,  D)  aufgereinigt.  Anschließend  wurden  sie  in  den 
pGEM-T easy Vektor (Promega, Madison, USA) ligiert. Dieser Vektor (Abbildung 3.1) lässt 
sich für die sog. TA-Ligation einsetzen. Hierbei macht man sich zu Nutze, dass die bei der 
PCR verwendete DNA-Polymerase einen 5’-Adenosin-Überhang erzeugt. Der Vektor liegt 
in  diesem  Fall  bereits  linear  vor  und  enthält  3’-Thymidin-Überhänge.  Gibt  man  das 
Fragment und den linearen Vektor zusammen, so lagern sich die Überhänge aneinander 
an und die Stränge können durch das Enzym Ligase verbunden werden.
Bei der TA-Ligation wurde nach Herstellerangaben verfahren, ein Ligationsansatz setzte 
sich wie folgt zusammen:
PCR-Produkt: 11,0 µl
pGEM-T easy Vektor: 1,0 µl
Ligationspuffer (10x): 1,5 µl
Ligase: 1,5 µl
Die  Ansätze  wurden  über  Nacht  bei  12°C  inkubiert  und  anschließend  für  die 
Transformation von kompetenten E. coli eingesetzt (3.2.1.8).
Eine Ausnahme stellt hierbei der Typ II-Rezeptor  ActrIIb dar. Ein Plasmid mit der cDNA 
dieses Rezeptors wurde von der Firma imaGenes (Berlin, D) bezogen. Die Umklonierung 
dieser  cDNA erfolgte wie  unten beschrieben,  lediglich der  erste Schritt  (PCR und TA-
Abbildung 3.1: Vektorkarte von pGEM-T Easy
(aus: pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems Technical Manual, Promega, Madison, USA) 
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Klonierung) wurden nicht durchgeführt.
Nach  erfolgreicher  Überprüfung  der  klonierten  Sequenzen  mittels  DNA-Sequenzierung 
wurde eine erneute PCR an den entstandenen Plasmiden durchgeführt, um die Rezeptor-
Sequenzen  anschließend  in  einen  Expressionsvektor  für  Säugerzellen  zu  klonieren. 
Hierbei  wurden  primer  verwendet,  die  jeweils  eine  bestimmte  Restriktionsschnittstelle 
enthielten. Der  R-primer  enthielt  zusätzlich die Sequenz des HA-tag,  die für ein Peptid 
bestehend  aus  9  Aminosäuren  codiert,  welches  in  Hämagglutinin  A vorkommt,  einem 
Protein das durch den humanen Grippe-Virus codiert wird. Im Falle von ActrIIa, ActrIIb und 
Alk3 enthielt der  F-primer  eine Schnittstelle für  Hind III, bei Alk2, Alk6 und BmprII eine 
Schnittstelle für BamH I. Der R-primer enthielt immer eine EcoR I-Schnittstelle. 
Letztendlich  wurden  die  PCR-Produkte  mit  der  entsprechenden  Enzym-Kombination 
verdaut und in den Vektor pcDNA 3.1/myc-His B (Abbildung 3.2) ligiert. Dieser wurde vor 
der Ligation auch mit den jeweiligen Enzymen verdaut, um kompatible Schnittstellen zu 
schaffen.
Ligationsansatz:
10x T4-DNA-Ligase Puffer: 2 μl
T4-DNA-Ligase: 1 μl
Geschnittener Vektor: 50 – 100 ng
Geschnittenes insert x ng
H2O ad 20 μl
Abbildung 3.2: Vektorkarte pcDNA 3.1/myc-HIS
(aus: pcDNA 3.1/myc-His Manual, Invitrogen, Carlsbad, USA)
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Die Menge des einzusetzenden inserts berechnet sich nach folgender Formel:
Menge insert [ng ] = Menge Vektor [ng] ∗ Größe insert [bp] ∗ 3Größe Vektor [bp]
Der  Ansatz  wurde  über  Nacht  bei  4°C  inkubiert  und  am  folgenden  Tag  in  E.  coli 
transformiert (3.2.1.8).
3.2.1.8 Herstellung kompetenter E. coli
Für die Vermehrung von Plasmiden wurden  E. coli eingesetzt. Plasmide können nur in 
sog.  kompetente  Bakterien  eingebracht  werden.  Diese  sind  durch  eine  besondere 
Behandlung in der Lage, nach einem Hitze- oder Elektroschock Plasmide aufzunehmen 
und anschließend zu vermehren.
Die während der Arbeit verwendeten kompetenten E. coli wurden selber hergestellt.
Zunächst  wurde  eine  Vorkultur  (E.  coli vom  Stamm  XL1-blue)  in  5  ml  LB-Medium 
angesetzt und über Nacht bei 37°C und 225 rpm im Gärröhrchen geschüttelt. Am nächsten 
Tag wurde die gesamte Starterkultur in 500 ml 2x TY-Medium überführt, dem vorher 6 ml 
1 M KCl-Lösung und 12 ml 1 M MgSO4-Lösung zugefügt wurden. Die Kultur wurde bei 
37°C und 225 rpm geschüttelt, wobei regelmäßig die optische Dichte der Suspension bei 
600 nm (OD600) bestimmt wurde. War eine OD600 von 0,5 erreicht wurde das Wachstum 
unterbrochen. Die anschließenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C Umgebungstemperatur 
durchgeführt. Die Bakterienkultur wurde in 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und bei 
3000 rpm für 10 min zentrifugiert. Die Pellets von je 100 ml Kultur wurden in 50 ml TFB I 
-Puffer resuspendiert und anschließend 10 min auf Eis inkubiert.  Es folgte ein weiterer 
Zentrifugationsschritt wie oben beschrieben. Schließlich wurden die entstandenen Pellets 
in je 5 ml TFB II -Puffer resuspendiert und à 200 µl aliquotiert bei -80°C gelagert.
3.2.1.9 Transformation kompetenter E. coli
Ein 200 µl Aliquot kompetenter E. coli wurde auf Eis aufgetaut. Das zu transformierende 
Plasmid bzw. der Klonierungsansatz (3.2.1.7) wurde zu den Bakterien gegeben und der 
Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte der Hitzeschock bei 42°C für 2 min im Heizblock. 
Nun wurden 800 µl LB-Medium zugegeben und der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C 
und  225  rpm  geschüttelt.  Verschiedene  Volumen  des  Ansatzes  wurden  auf  LB-Agar-
Platten  ausplattiert  und  über  Nacht  bei  37°C  inkubiert.  Da  während  der  Arbeiten 
ausschließlich  Plasmide  mit  Ampizillin-Resistenz-Gen  verwendet  wurden,  wurde  den 
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Nährböden während der Herstellung Ampizillin mit einer Endkonzentration von 50 µg/ml 
zugegeben.
3.2.1.10 Bakteriensuspensionskultur
Für  die  Bakteriensuspensionskulturen  wurde  LB-Medium  mit  Ampizillin  (Konzentration 
50 µg/ml) verwendet. Eine einzelne Kolonie von einer LB-Agar-Platte wurde mit Hilfe einer 
sterilen Pipettenspitze in 5 ml LB-Medium im Gärröhrchen überführt. Das Medium mit den 
Bakterien  wurde  über  Nacht  bei  37°C  und  225  rpm  geschüttelt.  Es  folgte  die 
Plasmidpräparation (3.2.1.11).
3.2.1.11 Plasmidpräparation
3.2.1.11.1 Minipräparation
1,5 ml  Bakteriensuspensionskultur  wurden in  ein  1,5 ml  Reaktionsgefäß überführt  und 
5 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 150 µl 
Minipräp-Lösung I resuspendiert. Es wurde 150 µl Minipräp-Lösung II zugeben, gemischt 
und 30 sec inkubiert. Anschließend wurden 150 µl Minipräp-Lösung III zugeben, erneut 
gemischt  und  sofort  10  min  bei  13000  rpm zentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  in  ein 
frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl Ethanol absolut versetzt. Es folgte 
ein 5-minütiger Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm. Anschließend wurde der Überstand 
abgenommen und  das  Pellet  mit  70%-igem Ethanol  gewaschen.  Nach  einer  weiteren 
Zentrifugation (1 min bei 13000 rpm) wurde der Überstand erneut abgenommen und das 
Pellet  bei  50°C  im  Heizblock  getrocknet,  bis  keine  Flüssigkeit  mehr  sichtbar  war. 
Anschließend wurde das Pellet  in 30 - 50 µl TE-Puffer,  dem zuvor RNase A mit  einer  
Endkonzentration von 100 ng/µl zugegeben wurde, gelöst. Die so gewonnene Plasmid-
DNA wurde für Restriktionsverdaue und Sequenzierungen verwendet.
3.2.1.11.2 Großpräparation/Midipräparation
Um  für  zellbiologische  Arbeiten  möglichst  reine  Plasmid-DNA zu  erhalten,  wurde  die 
hierfür  benötigte  DNA mit  Hilfe  einer  Midipräparation  gewonnen.  Hierzu  wurde  das 
HiSpeed Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden, D) verwendet. Bei der Anwendung wurde nach 
den Angaben des Herstellers verfahren, das Elutionsvolumen betrug 500 µl.
3.2.1.12 Quantitative PCR
Die  Methode  der  quantitativen  real-time PCR  (qRT-PCR)  wurde  verwendet,  um  die 
Zielgenregulation in Zellen z.B. nach der Behandlung mit siRNA zu untersuchen. Auch die 
Effizienz des siRNA vermittelten mRNA Abbaus wurde mit dieser Methode bestimmt. Es 
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gibt  verschiedene  Ansätze,  um  eine  quantitative  PCR  durchzuführen,  hier  wurde  die  
SYBR-Green  Methode  verwendet.  Dabei  enthält  die  PCR-Mixtur  den  Farbstoff  SYBR-
Green, einen asymmetrischen Cyanin-Farbstoff. Dieser interkaliert in doppelsträngige DNA 
und emittiert Licht mit einer Wellenlänge von 521 nm, wenn er mit einer Wellenlänge von 
494 nm angeregt wird. Während der PCR wird nach jedem Zyklus die Emission bestimmt. 
Der Punkt bzw. Zyklus, an dem die spezifische Emission erstmals signifikant höher als die 
Hintergrundemission ist, wird als Ct-Wert bezeichnet (cycle threshold). Je kleiner dieser 
Wert ist, desto höher wird das untersuchte Gen exprimiert bzw. desto mehr mRNA war 
davon in der Zelle vorhanden.
Um diese Methode durchzuführen wurde zunächst aus den Zellen des entsprechenden 
Experiments RNA isoliert und die cDNA-Synthese durchgeführt (3.2.1.4 und 3.2.1.5). Die 
cDNA wurde zur weiteren Verwendung 1:3 mit Wasser verdünnt.
Die qRT-PCR wurde mit dem 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster 
City, USA) durchgeführt. Als Reagenz wurde der SYBR GreenER qPCR SuperMix for ABI 
PRISM instrument (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet.
Zunächst wurde der Mix für die zu untersuchenden Gene hergestellt.
Mix pro well:
H2O: 7,5 µl
F-primer (10 pmol/µl): 0,5 µl
R-primer (10 pmol/µl): 0,5 µl
SYBR GreenER Mix: 12,5 µl
Die  Bestimmung wurde stets  im Doppelansatz  durchgeführt.  Der  fertige  Mix  wurde  in 
spezielle 96-well-Platten (Starlab, Ahrensburg, D) mit 21 µl pro well pipettiert. Es wurden 
jeweils 4 µl der zuvor verdünnten cDNA zugegeben. Die Platte wurde anschließend mit 
Klebefolie  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  USA)  versiegelt  und  kurz  zentrifugiert. 
Anschließend folgte die qRT-PCR mit dem 7300 Real-Time PCR System.
Einstellungen der 7300 Analysis Software :
Programm: Standard-Curve mit manuell eingefügter Schmelzkurve
Interne Referenz: ROX
Volumen: 25 µl
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Nach dem Lauf wurden die Daten mit Hilfe der 7300 Analysis Software analysiert und die 
Daten in eine *.csv-Datei exportiert. Die weitere Auswertung wurde mit openoffice.org-calc 
durchgeführt.
Die  Auswertung  der  Daten  erfolgte  nach  der  sog.  2 -∆∆Ct-Methode.  Bei  dieser  Methode 
werden  zunächst  die  vom  Programm  ausgegebenen  Ct-Werte  (s.o.)  für  das  zu 
untersuchende  Gen  gemittelt.  Anschließend  wird  der  Mittelwert  des  Referenzgens 
(während  der  Arbeit  wurde  Gapdh als  Referenz-Gen  verwendet)  von  diesem  Wert 
abgezogen,  dies  ergibt  den  ∆Ct-Wert.  Der  ∆Ct-Wert  der  Experiment-internen  Negativ-
Kontrolle  (z.B.  unbehandelte  Zellen)  wird  anschließend  von  allen  anderen  Werten 
abgezogen,  es  resultiert  der  ∆∆Ct-Wert.  Durch  die  Operation  2-∆∆Ct  erhält  man 
anschließend die relative Expression des untersuchten Gens im Verhältnis zur Negativ-
Kontrolle.
3.2.2 Zellbiologische Methoden
3.2.2.1 Allgemeine Zellkultur
Während  der  Arbeit  wurden  COS-7  und  L6E9 als  Modellzelllinien  verwendet,  beides 
adhärent  wachsende  Zellen.  Die  standardmäßige  Kultivierung  erfolgte  auf  100  mm 
Polystyrol-Zellkulturschalen bei 37°C und 5% CO2-Anteil im Brutschrank.
COS-7 wurden in  DMEM (Dulbeccos modified  Eagles  medium)  mit  10% FKS (fötales 
Kälberserum),  100  mg/ml  Streptomycin,  100  U/ml  Penicillin  und  4  mM  L-Glutamin 
kultiviert.  Die  Passagierung  der  Zellen  erfolgte  bei  einer  Konfluenz  von maximal  90% 
durch Ablösen mit Hilfe von Trypsin-EDTA. Dazu wurde das Medium entfernt und 4 ml 1x 
Trypsin-EDTA wurde auf die Zellen gegeben. Es folgte eine 5 - 10-minütige Inkubation im 
Brutschrank  bei  37°C.  Die  Zellen  wurden  durch  mehrmaliges  auf-  und  abpipettieren 
weitestgehend vereinzelt und in der gewünschten Dichte erneut ausplattiert.
L6E9 wurden in DMEM mit 20% FKS, 100 mg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 
4 mM  L-Glutamin  kultiviert.  Die  Passagierung  der  Zellen  erfolgte  ebenfalls  bei  einer 
Konfluenz von maximal 90% wie oben beschrieben.
3.2.2.2 Einfrieren und Lagerung von Säugerzellen
Zum Einfrieren wurde die Zellen zunächst durch Trypsinierung von der Zellkulturschale 
gelöst  und  bei  800  x  g  für  5  min  zentrifugiert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  in 
Einfriermedium (DMEM mit 12,5% FKS und 10% Dimethylsulfoxid) resuspendiert und à 
1 ml  in  speziellen  Kryogefäßen  aliquotiert.  Die  Zellen  wurden  anschließend  bei  -80°C 
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gelagert.
3.2.2.3 Transfektion
3.2.2.3.1 Transfektion mit Plasmid-DNA
Für  die  Transfektion  von  COS-7  sowie  L6E9 wurde  Lipofectamine  2000  (Invitrogen, 
Carlsbad,  USA)  verwendet.  Bei  beiden  Zelllinien  wurde  bis  auf  unterschiedliche 
Verhältnisse von DNA zu Lipofectamine 2000 gleich verfahren.
Für  die  Transfektion mit  Lipofectamine 2000 wurden die  Zellen zunächst  in normalem 
Wachstumsmedium  ausgesät,  1  Stunde  vor  Transfektion  wurde  das  Medium  durch 
Medium mit 10% FKS und L-Glutamin ohne Antibiotika ersetzt. Die Versuche wurden auf 
6-well-Platten durchgeführt, es wurden 200.000 Zellen pro well ausgesät. Die Transfektion 
erfolgte 16 bis 24 h nach Aussaat. Für die Transfektion von COS-7 wurde ein Verhältnis 
DNA:Lipofectamine 2000 von 1:2 verwendet, für L6E9 ein Verhältnis von 1:1. Pro well bzw. 
Transfektion  wurden  100  µl  DMEM  ohne  Zusätze  in  einem  1,5  ml  Reaktionsgefäß 
vorgelegt  und  mit  2  µl  Lipofectamine  2000  versetzt.  Die  Mischung  wurde  5 min  bei 
Raumtemperatur inkubiert. In einem zweiten Reaktionsgefäß wurden 100 µl DMEM ohne 
Zusätze  mit  1  (COS-7)  bzw.  2  µg  (L6E9)  DNA vermischt.  Anschließend  wurden  beide 
Ansätze zusammen gegeben und kurz vermischt. Der gesamte Ansatz wurde ca. 40 min 
bei Raumtemperatur inkubiert und schließlich tropfenweise auf die Zellen gegeben.
Bei  gleichzeitiger Transfektion mit  zwei  verschiedenen Plasmiden wurde die Hälfte  der 
angegebenen Menge DNA pro Plasmid eingesetzt.
3.2.2.3.2 Transfektion mit siRNA
siRNA-Versuche wurden ausschließlich mit L6E9 durchgeführt.  Als Kontrolle wurde stets 
AllStars negative control siRNA (Qiagen, Hilden, D) verwendet.
Hierzu wurden die Zellen kurz vor der Transfektion mit einer Dichte von 200.000 Zellen pro 
well in einem Volumen von 2 ml auf 6-well-Platten ausgesät. Als Medium wurde DMEM mit 
10% FKS und L-Glutamin ohne Antibiotika verwendet.
Für die Transfektion wurden pro Ansatz 100 µl DMEM ohne Zusätze mit 300 ng siRNA 
bzw. 1,2 µl der 20 µM siRNA Stammlösung versetzt. Anschließend wurden 12 µl HiPerFect 
Transfection  Reagent  (Qiagen,  Hilden,  D)  zugegeben und der  Ansatz  wurde  auf  dem 
Vortex gemischt.  Nach einer Inkubation von ca.  8 min bei  Raumtemperatur wurde der 
Ansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben.
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3.2.2.3.3 Transfektion mit siRNA und anschließende Transfektion mit Plasmid-DNA
Für  bestimmte  Versuche  war  die  Transfektion  mit  siRNA  und  die  anschließende 
Transfektion  mit  Plasmid-DNA erforderlich.  Hierzu  wurde  zunächst  wie  unter  3.2.2.3.2 
beschrieben die Transfektion mit siRNA durchgeführt.  Nach ca. 16-stündiger Inkubation 
wurde das Medium gewechselt (DMEM mit 10% FKS und L-Glutamin ohne Antibiotika). 
Nach  einer  Stunde  wurde  die  Transfektion  mit  der  Plasmid-DNA wie  unter  3.2.2.3.1 
beschrieben durchgeführt.
3.2.2.4 Stimulation von Zellen mit Zytokinen
Während der Arbeit wurden L6E9 wiederholt mit Zytokinen, BMP-2, BMP-7, TGF-β1 und 
PDGF-BB, behandelt.  Von den Zytokinen wurden Stammlösungen mit  einer  jeweiligen 
Konzentration von 10 ng/µl  (BMP-2, BMP-7 und TGF-β1) bzw. 50 ng/µl  (PDGF-BB) in 
sterilem 4 mM HCl mit 0,1% BSA hergestellt und bei -20°C gelagert.
Da  das  im  Zellkulturmedium  befindliche  FKS  eine  Reihe  von  Wachstumsfaktoren, 
Zytokinen und ähnlichen Stoffen enthält, musste vor und während der Versuche die FKS-
Konzentration  im  Medium  so  gering  wie  möglich  gehalten  werden,  um  unspezifische 
Effekte durch das FKS zu minimieren.
Vor der Behandlung mit Zytokinen wurde den Zellen zunächst das Serum entzogen. Dies 
geschah, je nach Versuchsaufbau, entweder über Tag, d.h. ca. 8 h, oder über Nacht, d.h.  
ca. 16 h. Für diese Zeit wurde das Medium, in dem sich die Zellen befanden, durch DMEM 
mit 0,5% FKS, L-Glutamin und Antibiotika ersetzt.
Nach dem initialen Serumentzug wurde das Medium für den Versuch durch DMEM mit 
0,2% FKS, L-Glutamin und Antibiotika ersetzt. Diesem Medium wurden die im Versuch 
verwendeten Zytokine in der gewünschten Konzentration beigefügt. Die Zellen wurden mit 
dem Zytokin für eine bestimmte Zeitspanne inkubiert und dann dem Versuch entsprechend 
weiterverarbeitet.
3.2.2.5 Behandlung von Zellen mit Signalweg-Inhibitoren
Im  Rahmen  der  Stimulationsversuche  wurden  spezifische  Inhibitoren  eingesetzt  um 
bestimmte Signalwege unterscheiden zu können.
Um TGF-β1 induzierte Smad vermittelte Signale zu inhibieren wurde SB431542 (Tocris, 
Bristol,  UK)  verwendet.  Dieser  Inhibitor  blockiert  spezifisch  den  Alk5  Signalweg  ohne 
Einfluss  auf  Alk2,  Alk3  und  Alk6  [Laping et  al.,  2002].  SB431542  wurde  mit  einer 
Endkonzentration von 5 µM eingesetzt, die Zellen wurden vor Stimulationsbeginn 1 bis 2 h 
mit dem Inhibitor präinkubiert.
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Um  BMP-spezifische  Typ  I-Rezeptoren  zu  blockieren  wurde  Dorsomorphin  (Biomol, 
Hamburg, D) verwendet. Dorsomorphin blockiert spezifisch Alk2, Alk3 und Alk6 vermittelte 
Signale  [Yu et  al.,  2008].  Dorsomorphin  wurde  mit  einer  Endkonzentration  von  1  µM 
eingesetzt und wie SB431542 1 bis 2 h vor Stimulationsbeginn zu den Zellen gegeben.
Außerdem wurden 3 verschiedene Inhibitoren für  spezifische MAP-Kinasen eingesetzt. 
Zur  Inhibition  der  c-Jun  N-terminalen  Kinase wurde  JNK-Inhibitor  II  verwendet,  die 
Phosphorylierung von p38 wurde mit SB203580 und die Phosphorylierung von p44/p42 
mit  PD98058 blockiert.  Alle  drei  Inhibitoren wurden vor  der  Stimulation  der  Zellen  mit 
Zytokinen für 1 Stunde präinkubiert und in einer Endkonzentration von 10 µM eingesetzt.  
Sämtliche  MAP-Kinase  Inhibitoren  wurden  von  Calbiochem/Merck  (Darmstadt,  D) 
bezogen.
3.2.2.6 Behandlung von Zellen mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid
Um die  Neusynthese  von  Proteinen  zu  unterbinden,  wurde  in  bestimmten  Versuchen 
Cycloheximid verwendet. Dieser Inhibitor greift in die Bindung der tRNA an die Ribosomen 
ein und verhindert so die Translation [Obrig et al., 1971].
Cycloheximid wurde in einer Konzentration von 10 µg/ml Medium eingesetzt und 1 h vor 
Versuchsbeginn appliziert.
3.2.3 Biochemische Methoden
3.2.3.1 Herstellung von Proteinlysaten
Um Proteine über ein Polyacrylamid-Gel auftrennen zu können müssen die Proteine aus 
der Zelle gelöst werden. Hierzu wurde eine Lyse der Zellen mit RIPA-Puffer durchgeführt.
Für die Lyse wurde der RIPA-Puffer zunächst mit Protease-Inhibitoren versetzt. Es wurden 
complete Protease Inhibitor Cocktail  Tablets (Roche, Mannheim, D) wie vom Hersteller 
empfohlen verwendet. Zusätzlich wurde Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA) im Verhältnis 1:100 zugesetzt. Der Puffer wurde auf Eis gekühlt.
Von den zu lysierenden Zellen wurde zunächst das Medium abgenommen und die Zellen 
wurden zwei- bis dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde der RIPA-Puffer auf 
die  Zellen  gegeben.  Hierbei  wurden  für  ein  well einer  6-well-Platte  250  µl  Puffer 
verwendet. Die Zellen wurden anschließend mit einem Zellschaber von der Platte gelöst, 
in  ein  frisches  1,5  ml  Reaktionsgefäß  überführt  und  auf  Eis  gekühlt.  Es  folgte  eine 
mindestens 30-minütige Inkubation auf Eis. Die Zelltrümmer wurden bei 13000 rpm 10 min 
in der auf 4°C gekühlten Zentrifuge abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches 
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Reaktionsgefäß überführt und sofort weiter verarbeitet oder bei -20°C gelagert.
Im Falle der Luziferase-Aktivitätsmessung wurde die Lyse mit Luciferase Cell Culture Lysis 
5X  Reagent  (Promega,  Madison,  USA)  durchgeführt.  Dieses  wurde  1:5  mit  Wasser 
verdünnt,  von  der  Verdünnung  wurden  100  µl  pro  well einer  6-well-Platte  eingesetzt. 
Ansonsten wurde verfahren wie oben beschrieben, allerdings wurde die Inkubationszeit 
auf Eis auf 10 min verkürzt.
3.2.3.2 Messung der Proteinkonzentration
Die Gesamtkonzentration von Proteinlysaten wurde mit dem DC Protein Assay (Bio-Rad, 
Hercules, USA) gemessen. Hierbei wurde nach Herstellerangaben verfahren. Es wurde 
eine  BSA-Standard-Reihe  verwendet,  die  Messung  erfolgte  in  96-well-Platten  in 
Doppelbestimmung mit dem Victor 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer, Waltham, USA).
3.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE)  wurde  unter  reduzierenden 
Bedingungen durchgeführt.
Die zu untersuchenden Proben wurden mit NuPAGE 4X LDS Sample Buffer (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) und DTT (Endkonzentration: 50 mM) versetzt und anschließend für 5 min 
auf 95°C zur Denaturierung erhitzt. Die Proben wurden auf Eis abgekühlt und entweder 
weiter verwendet oder bei -20°C gelagert. 
Für  die  SDS-PAGE wurden NuPAGE Novex Bis-Tris  Gele (Invitrogen,  Carlsbad,  USA) 
verwendet. Die SDS-Page wurde entweder in der XCell  SureLock  Mini-Cell oder in der 
XCell2 SureLock Midi-Cell (Invitrogen, Carlsbad, USA) durchgeführt. Als Laufpuffer wurde 
je nach gewünschten Auftrennungseigenschaften entweder MOPS- oder MES-Laufpuffer 
verwendet. Durch die verschiedenen Puffer kann eine unterschiedlich starke Auftrennung 
der Proteine in bestimmten Größenbereichen gewährleistet werden, generell  wurde bei 
kleineren darzustellenden Proteinen MES-, bei größeren MOPS-Puffer verwendet.
Nach dem Auftragen wurde zunächst eine Spannung von 100 V angelegt, bis die Proben 
ca.  0,5 cm in  das Gel  eingelaufen waren.  Anschließend wurde die Spannung je  nach 
Bedarf auf maximal 200 V erhöht und die Gelkammer während des Laufs mit Eis gekühlt.
War die gewünschte Auftrennung erreicht wurde der Lauf abgebrochen.
3.2.3.4 Western Blot
Als  Western  Blot wird  der  Transfer  von  Proteinen  von  einer  Gelmatrix  auf  eine 
Trägermembran bezeichnet  [Burnette, 1981]. Dadurch werden die Proteine immobilisiert 
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und können z.B. immunologisch nachgewiesen werden.
Der Transfer wurde je nach Gelgröße entweder in der XCell SureLock Mini-Cell mit XCell II 
Blot Module (Invitrogen, Carlsbad, USA) oder der TE62X-230V (Hoefer, San Francisco, 
USA) durchgeführt. Als Transferpuffer diente im ersten Fall NuPage Western Blot Transfer 
Puffer mit  10% (1 Gel)  oder 20% (2 Gele) Methanol,  im zweiten Towbin  Western Blot 
Transfer  Puffer.  Es  wurden  Nitrozellulose-Membranen  (Whatman,  Maidstone,  UK) mit 
entsprechender  Größe  verwendet.  Die  benötigten  Materialien,  d.h.  Schwämme, 
Filterpapiere  und  Membran,  wurden  vor  dem Zusammenbau  10  min  in  Transferpuffer 
inkubiert. Der Transfer wurde bei einer Spannung von 30 – 50 V auf Eis (XCell SureLock 
Mini-Cell mit XCell II Blot Module) bzw. 70 – 90 V bei 4°C ( TE62X-230V) durchgeführt. 
Durch Anfärbung der Proteine auf der Membran mit 0,1% Ponceau S in 5% Essigsäure 
wurde der Transfer überprüft, zusätzlich wurden die Proteine durch diese Behandlung auf  
der Membran fixiert.
3.2.3.5 Immunologischer Proteinnachweis
Nach  der  Anfärbung  der  Membran  mit  Ponceau  S  (3.2.3.4)  wurde  die  Färbelösung 
zunächst mit Wasser und TBS vollständig abgewaschen. Die Membran wurde mit einer 
5%-igen Milchpulver-Lösung in  TBS-T für  eine  Stunde bei  Raumtemperatur  schüttelnd 
inkubiert,  um potentielle Bindungsstellen für Antikörper abzusättigen und dadurch beim 
immunologischen Nachweis unspezifische Bindungen zu minimieren.
Nach dem Blockvorgang wurde die  Membran mit  dem Erstantikörper  inkubiert.  Dieser 
wurde dazu in 2,5%-iger Milchpulver-Lösung in TBS-T verdünnt, der Verdünnungsfaktor 
war dabei abhängig vom eingesetzten Antikörper:
Monoclonal Anti-β-Actin Clone AC-15 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA): 1:20.000
CTGF (L-20) Goat pAb (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA): 1:1.000
HA.11 Clone 16B12 Monoclonal Antibody (Covance, Emeryville, USA): 1:1.000
Id1 (C-20) Rabbit pAb (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA): 1:1.000
Id2 (C-20) Rabbit pAb (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA): 1:500
p38MAPK (pT180/pY182), purified Mouse (BD, Franklin Lakes, USA): 1:1.000
p38 Mouse mAb (Cell Signaling Technology, Danvers, USA): 1:1.000
Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) Rabbit pAb
(Cell Signaling Technology, Danvers, USA) 1:1.000
p44/42 MAP Kinase Antibody, Rabbit pAb
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(Cell Signaling Technology, Danvers, USA) 1:1.000
Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Rabbit pAb
(Cell Signaling Technology, Danvers, USA) 1:1.000
Phospho-Smad1 (Ser463/465)/ Smad5 (Ser463/465)/
Smad8 (Ser426/428) Rabbit pAb (Cell Signaling Technology, Danvers, USA): 1:1.000
Phospho-Smad3 (Ser423/425) (C25A9) Rabbit mAb
(Cell Signaling Technology, Danvers, USA): 1:1.000
Phospho-Smad3 (Ser423/425)/ Smad1 (Ser463/465) Rabbit pAb
(Cell Signaling Technology, Danvers, USA): 1:1.000
Die Membran wurde in der Regel mit dem Erstantikörper über Nacht bei 4°C schüttelnd 
inkubiert.
Nach Entfernen der Antikörperlösung wurde die Membran 5 x 5 min mit TBS-T gewaschen 
und der an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelte Zweitantikörper, ebenfalls in 2,5%-
iger Milchpulver-Lösung, auf die Membran gegeben. Der Zweitantikörper war dabei gegen 
IgG (Immunglobulin  G) der  Spezies des Erstantikörpers gerichtet  und wurde immer in 
einer Verdünnung von 1:5.000 eingesetzt. Die Membran wurde eine Stunde schüttelnd bei 
Raumtemperatur  mit  dem  Zweitantikörper  inkubiert  und  anschließend  wie  oben 
beschrieben gewaschen.
Nach dem Waschen der Membran erfolgte die Detektion. Hierzu wurde die Membran mit 
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA)  5  min  inkubiert,  wobei  nach  Herstellerangaben  verfahren  wurde.  Die  Detektion 
erfolgte mit dem Lumi-Imager mit der LumiAnalyst 3.1 Software (Roche, Mannheim, D).
3.2.3.6 Luziferase Aktivitäts-Messung
Luziferase-Experimente  wurden  im  Rahmen  der  Arbeit  durchgeführt,  um  den  Einfluss 
bestimmter  Substanzen  auf  definierte  Zielgene  zu  untersuchen.  Hierzu  werden  sog. 
Reportergen-Plasmide verwendet, die das Luziferase-Gen sowie ein responsives Element, 
i.d.R. ein Promoter-Fragment des zu untersuchenden Gens, enthalten. Das Luziferase-
Gen steht dabei unter Kontrolle des responsiven Elementes, d.h. es wird nur exprimiert, 
wenn dieses aktiviert wird. Für einen solchen Versuch wurden zunächst Zellen mit dem 
entsprechenden Plasmid transfiziert (3.2.2.3.1) und die erforderlichen Schritte (Stimulation 
etc.) durchgeführt. Es wurden Proteinlysate wie unter 3.2.3.1 beschrieben hergestellt und 
die Gesamtproteinkonzentration der Lysate bestimmt (3.2.3.2).
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Die Bestimmung der Luziferase-Aktivität selber erfolgte mit dem Luciferase Assay Reagent 
(Promega, Madison, USA), wobei pro Messung 20 µl Proteinlysat und 100 µl 1:1 mit H2O 
verdünntes  Substrat  eingesetzt  wurden.  Jede  Probe  wurde  in  Doppelbestimmung 
gemessen. Die von den Zellen exprimierte Luziferase setzt das im Substrat enthaltene 
Luziferin um, wobei  es zu Biolumineszenz kommt, die detektiert  werden kann. Für die 
Detektion  wurde  der  Microbeta  1450  Jet  Liquid  Scintillation  &  Luminescence  Counter 
(PerkinElmer,  Waltham,  USA)  verwendet,  es  wurde  ein  Detektionsintervall  von  2 sec 
gewählt.  Die  gewonnenen  Daten  wurden  anschließend  auf  die  gemessenen 
Gesamtprotein-Konzentrationen normiert.
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4 Ergebnisse
Der Ergebnisteil dieser Arbeit gliedert sich in drei thematische Abschnitte. Im ersten Teil  
wird  die  detaillierte  Untersuchung  der  Smad-abhängigen  BMP-7  Signaltransduktion 
inklusive der involvierten Komponenten behandelt. Im zweiten Teil wird anschließend die 
Rolle  der  identifizierten  Komponenten  mit  Hilfe  von  siRNA vermitteltem  knock-down 
validiert. Der dritte Teil setzt sich mit der Regulation des Fibrose-assoziierten Gens Ctgf 
auseinander, bei der BMP-7 und TGF-β1 antagonistische Effekte zeigen.
4.1.1 Rezeptor vermittelte Smad-Aktivierung durch TGF-β1 in primären 
hepatischen Sternzellen (HSC) und Myoblasten (L6E9)
Um die  Wechselwirkung  von BMP-7 und  TGF-β1 zu  untersuchen sollte  ein  möglichst 
einfaches,  definiertes  zelluläres  System  herangezogen  werden.  Um  die  untersuchten 
Effekte dem jeweiligen Liganden bzw. Signalweg eindeutig zuordnen zu können muss, 
wenn  möglich,  gewährleistet  sein,  dass  die  Signalübertragung  für  die  untersuchten 
Liganden über verschiedene Signalwege verläuft.  Da TGF-β1-Signale in verschiedenen 
Zellen  sowohl  über  den  klassischen  TGF-β1-Rezeptor  Alk5  als  auch  über  BMP-
Rezeptoren vermittelt werden können, wurde in Vorarbeit die Beteiligung der Rezeptoren 
an der Smad-Aktivierung durch TGF-β1 in HSC und L6E9 untersucht.
Da Smad8 wahrscheinlich im BMP-7 Signalweg nur eine kleine bis gar keine Rolle spielt 
wurde dieses Protein nicht weiter untersucht [Aoki et al., 2001].
Um  zwischen  Signalen,  die  über  BMP-  oder  TGF-β1-Rezeptoren  vermittelt  werden, 
unterscheiden  zu  können,  wurden  spezifische  Inhibitoren  für  die  jeweilige  Rezeptor-
Subfamilie  eingesetzt.  Mit  Hilfe  von  Dorsomorphin  wurden  dabei  spezifisch  BMP-
Rezeptoren,  mit  Hilfe  des  Inhibitors  SB431542  spezifisch  TGF-β1-Rezeptoren, 
insbesondere Alk5, inhibiert.
Die Behandlung mit SB431542 führt in HSC zur Inhibition der Smad3 Phosphorylierung 
nach TGF-β1 Stimulation, während die Smad1/5 Phosphorylierung nicht beeinflusst wird 
(Abbildung  4.1).  Durch  Applikation  von  Dorsomorphin  wird  im  Gegensatz  dazu  die 
Phosphorylierung  von  Smad1/5  durch  TGF-β1  inhibiert,  während  die  Smad3 
Phosphorylierung unverändert bleibt. Durch diesen Versuch kann gezeigt werden, dass 
die TGF-β1 abhängige Smad Phosphorylierung in HSC sowohl über TGF-β1- als auch 
über BMP-Rezeptoren vermittelt wird.
Als Kontrolle wurden HSC mit BMP-7 stimuliert, was zur Phosphorylierung von Smad1/5 
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und zur Expression von Id2 (Inhibitor of DNA binding 2) führt. Die Wirkung von BMP-7 
kann durch die Behandlung mit Dorsomorphin, nicht jedoch SB431542 reduziert werden. 
Dies zeigt, dass BMP-7 Signale in HSC ausschließlich über BMP-Rezeptoren vermittelt 
werden.
In L6E9  Myoblasten induziert TGF-β1 die Phosphorylierung von Smad2 und Smad3. Dies 
kann durch die Behandlung mit SB431542 inhibiert werden (Abbildung 4.2). Zudem wird 
die  TGF-β1 abhängige Smad1/5 Phosphorylierung ebenfalls  durch die  Behandlung mit 
diesem Inhibitor aufgehoben. Dieser Effekt ist auch bei Betrachtung der Expression von 
Id1 und Id2 zu beobachten. Andererseits hat die Behandlung mit Dorsomorphin keinen 
Einfluss auf  die  Smad Phosphorylierung nach TGF-β1 Behandlung.  Hieraus lässt  sich 
folgern,  dass  in  L6E9 TGF-β1  induzierte  Smad-Signale  ausschließlich  über  TGF-β1-
Rezeptoren, sprich Alk5, vermittelt werden. Eine Beteiligung von BMP-Rezeptoren wie sie 
in HSC beobachtet werden kann wurde somit ausgeschlossen.
Als  weiteres  Differenzierungskriterium  kann  zum  einen  die  zeitlich  begrenzte  TGF-β1 
vermittelte  Smad1/5  Aktivierung,  die  zu  einer  transienten  Id1  Expression  führt, 
hinzugezogen  werden  [Scherner et  al.,  2007].  Zum  anderen  kann  anhand  der 
verwendeten  TGF-β1  Konzentration  differenziert  werden,  da  bei  einer  eingesetzten 
Abbildung  4.1:  Beteiligung  von  verschiedenen  Rezeptor-Subfamilien  an  der  TGF-β1 
vermittelten Smad Phosphorylierung in HSC.
Die Stimulation von HSC mit TGF-β1 (1 ng/ml, 1 h) führt zur Phosphorylierung von Smad1/5 und Smad3. 
SB431542  unterbindet  in  Konzentrationen  von  1  und  5  µM  die  Smad3  Phosphorylierung,  während 
Dorsomorphin in Konzentrationen von 1 und 5 µM die Smad1/5 Phosphorylierung blockiert. Als Kontrolle 
wurden HSC mit  25 ng/ml  BMP-7 für  1  Stunde stimuliert.  BMP-7 induziert  die  Phosphorylierung  von 
Smad1/5,  nicht  jedoch  Smad3,  und  die  Expression  von  Id2.  Dieser  Effekt  kann  durch  Dorsomorphin 
inhibiert werden, während SB431542 keinen Einfluss hat.
Abbildung  erstellt  durch  Dr.  S.  K.  Meurer,  Institut  für  Klinische  Chemie  und  Pathobiochemie,  
Universitätsklinikum der RWTH Aachen.
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Konzentration von 1 ng/ml zwar sowohl Smad1/5 als auch Smad3 phosphoryliert werden, 
die Behandlung mit 0,1 ng/ml TGF-β1 aber nur zur Phosphorylierung von Smad3 führt 
(Erfahrungswerte der Arbeitsgruppe Meurer). Folglich kann durch die entsprechende Wahl 
der Stimulationsparameter die Überschneidung des TGF-β1- und BMP-7 Signalweges in 
L6E9 verhindert werden.
4.1.2 Selektive Smad-Aktivierung durch Zytokine der BMP-Familie
Dass  L6E9 grundsätzlich  responsiv  gegenüber  BMP-2  und  BMP-7  sind  konnte  bereits 
gezeigt  werden  [Scherner et  al.,  2007].  Zur  Bestätigung und genaueren Untersuchung 
wurde im Rahmen dieser Arbeit  zunächst die BMP-7 vermittelte Phosphorylierung von 
Smad1 und Smad5 untersucht. Hierbei wurde parallel BMP-2 eingesetzt, welches zu einer 
starken Smad1/5-Aktivierung in der Maus-Myoblasten-Zelllinie C2C12 führt [Nishimura et 
al.,  1998] und, im Gegensatz zu BMP-7, als profibrogen angesehen wird [Stelnicki et al., 
1998].
L6E9 wurden  mit  BMP-7  und  BMP-2  stimuliert,  zeitgleich  wurden  die  Inhibitoren 
Dorsomorphin und SB431542 appliziert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die 
Abbildung 4.2: Beteiligung von verschiedenen Rezeptor-Subfamilien an der TGF-β1 
vermittelten Smad Phosphorylierung in L6E9. 
Die Stimulation von L6E9 mit 0,1 ng/ml TGF-β1 für 1 h führt zur Phosphorylierung von Smad1/5, 
Smad3 und Smad2. Durch die Behandlung mit SB431541 (1 bzw. 5 µM) wird die Phosphorylierung 
aller  drei  Smads  unterbunden  bzw.  reduziert.  Die  Behandlung  mit  Dorsomorphin  hat  keinen 
Einfluss.
Abbildung  erstellt  durch  Dr.  S.  K.  Meurer,  Institut  für  Klinische  Chemie  und  Pathobiochemie,  
Universitätsklinikum der RWTH Aachen.
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Proben im Western Blot analysiert (Abbildung 4.3).
Sowohl die Stimulation mit BMP-2 als auch mit BMP-7 führt jeweils zu einer deutlichen 
Phosphorylierung  von  Smad1  und  Smad5.  In  beiden  Fällen  kann  dies  durch  die 
Behandlung mit Dorsomorphin inhibiert werden, während SB431542 keinen Einfluss zeigt. 
BMP-2  führt  zusätzlich  zu  einer,  durch  Dorsomorphin  inhibierbaren,  Aktivierung  von 
Smad3, welche bei BMP-7 nicht zu beobachten ist (Abbildung 4.3 A). Auch im Vergleich zu 
der  Smad3  Phosphorylierung  durch  BMP-7  und  TGF-β1 wird  der  geringe  bis  nicht 
vorhandene Effekt von BMP-7 auf Smad3 deutlich (Abbildung 4.3 B).
4.1.3 L6E9 exprimieren die potentiellen BMP-7 Typ I-Rezeptoren Alk2 und 
Alk3
Um die Rezeptoren zu identifizieren, die in L6E9 BMP-7 Signale vermitteln, wurde zunächst 
untersucht,  welche  für  den  BMP-7  Signalweg  relevanten  Typ  I-Rezeptoren  in  dieser 
Zelllinie  exprimiert  werden.  Hierzu  wurden  L6E9 unter  verschiedenen  Bedingungen 
kultiviert,  d.h.  in  Normal-Medium,  Differenzierungsmedium  mit  0,5  %  FKS  und 
Differenzierungsmedium, welches zusätzlich BMP-7 in einer Konzentration von 25 ng/ml 
enthielt. Nach jeweils 2, 4 und 6 Tagen wurde die RNA der Zellen isoliert und eine cDNA-
Synthese durchgeführt. An der gewonnenen cDNA wurde mit Hilfe spezifischer primer für 
Alk2,  Alk3 und  Alk6 jeweils  eine  PCR  durchgeführt,  die  PCR-Produkte  wurden 
anschließend auf einem Agarosegel überprüft . Eine Expression von Alk6 ließ sich hierbei 
mit dieser Methode nicht nachweisen (nicht dargestellt), während die Expression von Alk2 
und Alk3 unter allen untersuchten Bedingungen nahezu konstant war (Abbildung 4.4).
Abbildung 4.3: Selektive Phosphorylierung der R-Smads durch BMP-2 und BMP-7 in L6E9.
A:  L6E9 wurden  mit  den  angegebenen  Inhibitoren  präinkubiert  und  anschließend mit  den  angegebenen 
Zytokinen für 1 h stimuliert. Die Phosphorylierung von Smad1/5 und Smad3 wurde anschließend im Western 
Blot mittels der angegebenen Antikörper überprüft.
B: L6E9 wurden mit TGF-β1 und BMP-7 in den angegebenen Konzentrationen für die angegebene Dauer 
stimuliert. Anschließend wurde im Western Blot die Phosphorylierung von Smad3 überprüft.
4   Ergebnisse                                                                                                                         49  
Aufgrund der Ergebnisse der Expressionsanalyse wurde eine erneute Internetrecherche 
zur  Expression  von  Alk6 durchgeführt.  Diese  Recherche  zeigte,  dass  sich  die  in  der 
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001024259.1) hinterlegte Referenz-
Sequenz  NM_001024259.1  für  die  mRNA  von  Alk6 der  Ratte  trotz  weitgehender 
Homologie  erheblich  von  der  humanen  Sequenz  sowie  der  Sequenz  der  Maus 
unterscheidet.  Im  Gegensatz  zu  diesen  Sequenzen  fehlt  der  rAlk6-Sequenz  ein 
beträchtlicher Teil am 5'-Ende (Anhang, Abbildung 6.1). Der fehlende Bereich codiert unter 
anderem  für  die  Activin-Rezeptor-Domäne.  Mit  Hilfe  der  genomischen  Sequenz 
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)  wurde eine hypothetische  full-length mRNA 
Sequenz für  rAlk6 erstellt,  in  welcher  der  fehlende 5'-Abschnitt  enthalten war,  welcher 
ebenfalls eine hohe Homologie zu den entsprechenden Sequenzen bei Maus und Mensch 
zeigt (Anhang, Abbildung 6.1).
Aufgrund dieses Umstandes wurde mit Hilfe eines Plasmids, das die Sequenz von  Alk6 
der Maus enthält, als Positiv-Kontrolle, und spezifischer primer für ein hypothetisches full-
length Alk6 erneut die Expression von  Alk6 in L6E9 überprüft (Abbildung 4.5). Allerdings 
konnte weder für die verkürzte noch für die hypothetische  full-length Variante von  Alk6 
eine Expression nachgewiesen werden. Somit kommt Alk6 nicht als potentieller Rezeptor 
für  BMP-7  in  L6E9 in  Frage  und  wurde  daher  in  den  folgenden  Untersuchungen 
ausgeschlossen.
Abbildung 4.4: Expression von Alk2 und Alk3 in unterschiedlich kultivierten L6E9.
Nachweis der Expression von Alk2 und Alk3 in L6E9 Myoblasten. Zur Kontrolle wurde ebenfalls eine PCR 
für das housekeeping-Gen Gapdh durchgeführt.
Produktgrößen: Alk2 → 72 bp; Alk3 → 86 bp; Gapdh → 92 bp
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4.1.4 Klonierung und immunologischer Nachweis von BMP-Rezeptoren 
der Ratte
Zur Etablierung von Antikörpern zur Detektion endogener Proteine und zum Einsatz in 
funktionellen Experimenten wurden zunächst Expressionsplasmide der zu untersuchenden 
Rezeptoren erstellt.
Hierzu wurde die kodierende Region der Typ I-Rezeptoren Alk2, Alk3 und Alk6 sowie der 
Typ II-Rezeptoren ActrIIa und BmprII unter Verwendung der aus primären HSC der Ratte 
isolierter mRNA bzw. der entsprechenden cDNA amplifiziert (Vorarbeit Dr. S. K. Meurer, 
Abbildung  4.6).  Ein  Plasmid  mit  der  kodierenden  Sequenz  von  des  Typ  II-Rezeptors 
ActRIIb wurde von imaGenes (Berlin, D) bezogen.
Die anschließenden Klonierungsarbeiten sind unter 3.2.1.7 beschrieben. Den kodierenden 
Sequenzen wurde dabei die Sequenz für ein HA-tag  angehängt, um die Expression im 
Abbildung 4.5: Expression von Alk6 in L6E9.
Weder für die verkürzte (links), noch für die full-length Variante (rechts) von Alk6 konnte eine Expression 
in L6E9 nachgewiesen werden.
Produktgrößen: Alk6-kurz → 80 bp; Alk6-full-length → 75 bp
Abbildung  4.6:  Amplifikation  der  kodierenden  Sequenzen  der  Typ  I-  und  Typ  II-
Rezeptoren aus cDNA von primären HSC der Ratte.
Die aus für 4 Tage kultivierten HSC gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Anschließend 
wurden  die  codierenden Sequenzen der  Rezeptoren  mittels  spezifischer  primer  amplifiziert  und  die 
entstandenen PCR-Produkte auf dem Agarosegel überprüft.
Abbildung  erstellt  durch  Dr.  S.  K.  Meurer,  Institut  für  Klinische  Chemie  und  Pathobiochemie,  
Universitätsklinikum der RWTH Aachen.
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Western  Blot unabhängig  von  spezifischen  Antikörpern  überprüfen  zu  können.  In 
Abbildung 4.7 ist die heterologe Expression der klonierten Rezeptoren in COS-7 Zellen 
dargestellt. Wie erwartet werden die Rezeptoren exprimiert und können im Western Blot 
nachgewiesen werden.
Wie  schon  erwähnt  sollten  die  generierten  Plasmide  unter  anderem  der  Testung 
kommerziell erhältlicher Antikörper gegen die einzelnen Rezeptoren dienen, leider erwies 
sich bis auf einen für BmprII erhältlichen Antikörper keiner der getesteten Antikörper als 
verwendbar (Daten nicht gezeigt).
4.1.5 Die Überexpression von Alk2 und Alk3 führt zu erhöhter Aktivität 
des (BRE)2-MLP-Luc-Reporters
Um einen ersten Hinweis auf die in den BMP-7 Signalweg in L6E9 involvierten Rezeptoren 
zu  erhalten,  wurden  die  Rezeptor-Plasmide  zusammen  mit  dem  unter  3.2.3.6 
beschriebenen  (BRE)2-MLP-Luc-Reporter-Plasmid  mit  Hilfe  von  Lipofectamine  2000  in 
L6E9 kotransfiziert. Die Überexpression führte bei allen Rezeptoren außer Alk2 auch ohne 
Stimulation mit BMP-7 zu einer gesteigerten Aktivierung des (BRE)2-MLP-Luc-Reporters 
(Abbildung 4.8). Mit zusätzlicher BMP-7 Stimulation (25 ng/ml) für 16 h wurde in allen 
Fällen  die  Aktivierung  im  Vergleich  zur  Kontrolle  gesteigert.  Die  Differenz  zwischen 
unstimuliertem und stimuliertem Zustand war dabei im Falle von Alk2 am Größten.
Da die Aktivierung im Falle der Typ II-Rezeptoren sehr ähnliche Ausmaße zeigte, und die 
Spezifität des Smad Signalweg in erster Linie von den Typ I-Rezeptoren vermittelt wird, 
Abbildung 4.7: Heterologe Expression der BMP Typ I- und Typ II-Rezeptoren in COS-7.
Die klonierten und mit dem HA-tag versehenen BMP-Rezeptoren wurden in COS-7 heterolog exprimiert 
und im Western Blot mit eine Antikörper gegen das HA-tag nachgewiesen.
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konzentrierten sich ab diesem Punkt die weiteren Untersuchungen im Besonderen auf die 
Typ I-Rezeptoren Alk2 und Alk3.
4.1.6 Die  Stimulation  mit  Zytokinen  der  BMP-Familie  führt  zur 
Phosphorylierung von Smad1/5 in L6E9
Wie  bereits  beschrieben  folgt  im  BMP-7  bzw.  TGF-β1  Signalweg  auf  die  Rezeptor-
Aktivierung die Phosphorylierung der entsprechenden R-Smad-Mediatoren. Im Falle von 
Liganden der BMP-Familie sind dies Smad1 und Smad5.
Um  die  Phosphorylierung  von  Smad1/5  im  Detail  zu  untersuchen,  wurden  L6E9 über 
unterschiedliche Zeiträume hinweg mit verschiedenen BMP-7 Konzentrationen stimuliert 
und  gleichzeitig  mit  den  Inhibitoren  Dorsomorphin  bzw.  SB431542  behandelt.  
Anschließend wurden Proteinlysate hergestellt und im Western Blot analysiert.
In  Abbildung  4.9 ist  die  Phosphorylierung  von  Smad1/5  in  Abhängigkeit  von  BMP-7 
dargestellt. Bereits eine Stimulation mit BMP-7 in einer Konzentration von 10 ng/ml führt 
über  einen  Zeitraum  von  6  h  zur  Phosphorylierung  von  Smad1/5.  Bei  höheren 
Konzentrationen (25 bzw. 50 ng/ml) bleibt die Phosphorylierung über einen Zeitraum von 
24  h  nach  Stimulationsbeginn  bestehen.  Die  Phosphorylierung  kann  durch  die 
gleichzeitige Inkubation mit Dorsomorphin (1 μM) nahezu vollständig inhibiert werden. Die 
Abbildung 4.8: Koexpression von BMP-Rezeptoren mit dem (BRE)2-MLP-Luc-Reporter.
Die  Koexpression  mit  Typ  I-  und  Typ  II-BMP-Rezeptoren  führt  zu  gesteigerter  Induzierbarkeit  des 
(BRE)2-MLP-Luc-Reporters in L6E9.
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Inkubation  mit  SB431542  (5  µM)  hat  dagegen  keine  Auswirkungen  auf  die  BMP-7 
induzierte Smad1/5-Phosphorylierung.
4.1.7 Das (BRE)2-MLP-Luc-Reporter-Plasmid wird spezifisch durch den 
BMP Signalweg in L6E9 aktiviert
Für die Untersuchung des BMP-7 Signalweges in L6E9 und die Interaktion von BMP-7 und 
TGF-β1 wurde im Verlaufe der Arbeit wiederholt das (BRE)2-MLP-Luc-Reporter-Plasmid 
eingesetzt. Dieses Plasmid enthält das Luziferase-Gen unter Kontrolle zweier sog.  BMP 
responsive elements (BRE).  Das BRE ist  eine BMP-spezifische Smad-Binde-Sequenz, 
ursprünglich kloniert aus dem Promoter von  Id1. Daher kann die Luziferase-Expression 
durch dieses Plasmids spezifisch durch BMP-Applikation induziert werden [Korchynskyi & 
ten Dijke, 2002]. Vor Beginn größerer Versuchsreihen wurde zunächst die Induzierbarkeit 
des Reporter-Plasmids durch BMP-7 überprüft, BMP-2 diente hierbei als Positiv-Kontrolle. 
Hierzu  wurden  L6E9 ausplattiert  und  am  nächsten  Tag  unter  Verwendung  von 
Lipofectamine  2000  mit  dem  (BRE)2-MLP-Luc-Reporter-Plasmid  transfiziert.  Am 
Abbildung  4.9:  Zeit-  und  Konzentrations-abhängige  Phosphorylierung  von  Smad1/5/8 
durch BMP-7 in L6E9.
L6E9 wurden  mit  den  angegeben  Konzentrationen  BMP-7  über  die  angegebene  Dauer  stimuliert. 
Teilweise wurden die Inhibitoren Dorsomorphin (1 µM) bzw. SB431542 (5 µM) zugegeben. Der Nachweis 
im  Western  Blot erfolgte  jeweils  mittels  eines  Antikörpers  gegen  phosphoryliertes  Smad1/5/8,  als 
Kontrolle wurde ein Antikörper gegen β-Aktin verwendet.
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übernächsten Tag wurde zunächst das Medium durch Medium mit einem FKS-Gehalt von 
0,5% ersetzt. Nach ca. 8 h wurde das Medium erneut gewechselt zu einem FKS-Gehalt 
von  0,2%.  Die  Zellen  wurden  nun  je  nach  Ansatz  1  Stunde  mit  den  unter  3.2.2.5 
beschriebenen Inhibitoren Dorsomorphin und SB431542 präinkubiert  und anschließend 
über Nacht mit je 25 ng/ml BMP-2 bzw. BMP-7 inkubiert.
Die Ergebnisse dieses Versuches sind in  Abbildung 4.10 dargestellt. Sowohl BMP-2 als 
auch  BMP-7  induzieren  die  Expression  von  Luziferase  unter  BRE-Kontrolle.  Durch 
Behandlung  mit  dem  Alk2/Alk3/Alk6-Inhibitor  Dorsomorphin  kann  diese  Induktion 
unterdrückt werden, wobei dieser Effekt bei BMP-7 stärker ausgeprägt ist. Die Behandlung 
mit  dem  Alk5-Inhibitor  SB431542  hat  keinen  Effekt  auf  die  Induktion  der  Luziferase-
Expression.
Um ebenfalls  einen  ersten  Hinweis  auf  die  beteiligten  R-Smads  zu  erhalten  und  zur 
Bestätigung, dass die BMP vermittelte Aktivierung des (BRE)2-MLP-Luc-Reporters auf der 
Phosphorylierung von Smad1/5 durch BMP-Liganden beruht, wurden Smad1 und Smad5 
zusammen mit dem Reporter überexprimiert.
Wie in Abbildung 4.11 dargestellt zeigt sich sowohl bei der Überexpression von Smad1 als 
auch von Smad5 eine  höhere  Luziferase-Aktivität,  wobei  dieser  Effekt  bei  der  Smad5 
Abbildung 4.10: Induktion des (BRE)2-MLP-Luc-Reporters durch BMP-2 und BMP-7.
L6E9 wurden nach Transfektion mit dem (BRE)2-MLP-Luc-Reporter 16 h mit 25 ng/ml BMP-2 bzw. BMP-7 
stimuliert. Wo angegeben wurde ebenfalls mit Dorsomorphin (1 µM) bzw. SB431542 (5 µM) inkubiert.
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Überexpression stärker ausfiel.
4.1.8 BMP-7  induziert  Zeit-  und  Konzentrations-abhängig  Zielgene  in 
L6E9
Unter  4.1.6 wurde  bereits  gezeigt,  dass  die  Stimulation  von  L6E9 mit  BMP-7  zur 
Phosphorylierung  von  Smad1/5  führt.  Dass  auch  die  Expression  bekannter  BMP-7 
Zielgene wie Id1 und Id3 [Hollnagel et al., 1999; López-Rovira et al., 2002; Korchynskyi & 
ten Dijke, 2002] in L6E9 induziert werden kann, ist in Abbildung 4.12 dargestellt.
L6E9 wurden hierzu wie bei  der Untersuchung der Phosphorylierung mit  verschiedenen 
BMP-7 Konzentration und gleichzeitiger  Applikation  von Dorsomorphin  bzw.  SB431542 
über unterschiedliche Zeiträume inkubiert.  Anschließend wurde die RNA isoliert  und in 
cDNA umgeschrieben.  Die  Analyse  der  Zielgen-Transkription  erfolgte  mittels  PCR und 
anschließender Überprüfung auf einem Agarosegel.
Abbildung  4.11:  Gesteigerte  Aktivierung des  (BRE)2-MLP-Luc-Reporters in L6E9  durch 
BMP-7 bei Überexpression von Smad1 bzw. Smad5.
L6E9 wurden mit dem (BRE)2-MLP-Luc-Reporter und einem Smad1- bzw. Smad5-Expressionsplasmid 
sowie einem Kontrollplasmid (pcDNA 3.1) kotransfiziert. Die Stimulation erfolgte mit 25 ng/ml BMP-7 für  
16 h.
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Wie die Phosphorylierung von Smad1/5/8 ist die Expression von Id1 und Id3 abhängig von 
der verwendeten BMP-7 Konzentration und der Inkubationsdauer. Beide Zielgene gehören 
zu den sog.  immediate early genes, folglich ist bereits 30 min nach Stimulationsbeginn 
eine gesteigerte Transkription zu beobachten. Die gesteigerte Transkription ist auch nach 
24 h noch deutlich zu beobachten, fällt allerdings bei höherer BMP-7 Konzentration stärker 
aus.  Analog  zu  den  Ergebnissen  der  Untersuchung  der  Smad-Aktivierung  ist 
Abbildung 4.12: Expression von Id1 und Id3 nach BMP-7 Behandlung in L6E9.
L6E9 wurden jeweils für die angegebene Dauer mit den angegeben Konzentrationen BMP-7 inkubiert.
A: Normaler Verlauf der Id Expression durch BMP-7 Behandlung.
B: Verlauf der  Id Expression durch BMP-7 Behandlung bei gleichzeitiger Inkubation mit Dorsomorphin 
(1 µM).
B:  Verlauf  der  Id Expression  durch  BMP-7  Behandlung  bei  gleichzeitiger  Inkubation  mit  SB431542 
(5 µM).
Produktgrößen: Id1 → ca. 510 bp; Id3 → ca. 553 bp; Gapdh → 92 bp
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Dorsomorphin in der Lage, die BMP-7 Antwort vollständig zu blockieren. SB431542 hat  
keinen Einfluss auf die Zielgenexpression (Abbildung 4.12 B und C).
Zur  Bestätigung  dieser  Untersuchungen  auf  translationaler  Ebene  wurde  die  BMP-7 
induzierte Expression von Zielgenen im Western Blot überprüft. Hierzu wurden L6E9 über 
1,  2 und 6 h mit  25 bzw. 50 ng/ml BMP-7 sowie mit  und ohne Dorsomorphin (1 µM) 
stimuliert. Anschließend wurde der Nachweis von Id1 und Id2 mit Hilfe einer Western Blot 
Analyse durchgeführt. Die Ergebnisse sind in  Abbildung 4.13 dargestellt. Sowohl für Id1 
als  auch  für  Id2  konnte  gezeigt  werden,  dass  BMP-7  die  Expression  dieser  Proteine 
induziert bzw. steigert und dieser Effekt durch Dorsomorphin inhibierbar ist.
Die  Expression  von  Id2  nach  Stimulation  mit  BMP-7  wurde  auch  auf  mRNA-Ebene 
überprüft. Da zu Beginn der Arbeit keine optimal geeigneten primer für den PCR-Nachweis 
vorlagen, wurde dies im späteren Verlauf der Arbeit mit Hilfe der qRT-PCR nachgeholt. Es 
wurde lediglich eine Stimulation mit 25 oder 50 ng/ml BMP-7 über einen Zeitraum von 6 h 
gewählt. Wie bereits für Id1 und Id3 gezeigt (Abbildung 4.12) ließ sich auch eine BMP-7 
induzierte Transkription von Id2 nachweisen (Abbildung 4.14).
Abbildung 4.13: Expression von Id1 und Id2 als Antwort auf BMP-7 in L6E9.
L6E9 wurde für die angegebene Dauer mit  den angegebenen Konzentrationen von BMP-7 stimuliert 
sowie mit Dorsomorphin (1 µM) behandelt. Der Nachweis der Id1- bzw. Id2-Expression erfolgte jeweils 
mit spezifischen Antikörpern, als Kontrolle diente ein Antikörper gegen β-Aktin.
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4.1.9 BMP-7  antagonisiert  die  E47  induzierte  Aktivität  des  5xE-Box-
Luciferase-Reporter-Plasmids
Um die unter 4.1.8 beschriebenen Ergebnisse auch funktionell zu bestätigen, wurden L6E9 
mit dem 5xE-Box-Luciferase-Reporter-Plasmid sowie einem E47-Expressionsplasmid bzw. 
einem  Kontrollplasmid  (pcDNA)  transfiziert.  Das  E-Box-Reporter-Plasmid  beinhaltet  5 
sogenannte E-Boxen, welche die Luziferase Expression des Reporters steuern. Die E-Box 
ist eine DNA-Sequenz, an die basische helix-loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren wie 
E47  binden  können.  Durch  die  Überexpression  von  E47  kann  somit  die  Luziferase 
Expression induziert werden. Id-Proteine wie Id1 und Id2 binden an E47 und verhindern 
dessen Bindung an die  E-Box-Sequenz,  antagonisieren also die  Induktion von E-Box-
Genen [Loveys et al., 1996]. Nach der Transfektion mit dem 5xE-Box-Reporter wurden die 
Zellen mit BMP-7 und mit bzw. ohne Dorsomorphin inkubiert.  In  Abbildung 4.15 ist die 
Inhibition  der  E47  induzierten  Luziferase-Aktivität  dargestellt.  Eine  Inhibition  der  E47 
induzierten 5xE-Box-Luciferase-Aktivierung bestätigt die BMP-7 induzierte Id-Expression.
Abbildung 4.14: Expression von Id2 nach Stimulation mit BMP-7.
L6E9 wurden 6 h mit 25 oder 50 ng/ml BMP-7 stimuliert. Der Nachweis der durch BMP-7 induzierten Id2-
Transkription erfolgte mittels qRT-PCR.
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4.1.10 siRNA  vermittelte  Herunterregulation  der  Alk2  und  Alk3 
Expression führt zu verminderter BMP-7 induzierter Aktivität des 
(BRE)2-MLP-Luc-Reporter-Plasmids
Zur  weiteren  detaillierten  Analyse  der  BMP-7  vermittelten  Smad-Aktivierung  und  im 
speziellen zur Differenzierung, ob BMP-7 Signale in L6E9 mit Hilfe von Alk2 und/oder Alk3 
vermittelt werden, wurden siRNAs gegen die entsprechenden Rezeptoren eingesetzt. Die 
siRNA vermittelte Herunterregulation der Alk2 und Alk3 Expression wurde zunächst mittels 
quantitativer real-time PCR überprüft (nicht dargestellt, siehe auch 4.1.11).
Für den eigentlichen Versuch wurden L6E9 zunächst mit den siRNA-Molekülen transfiziert, 
am nächsten Tag folgte die Transfektion mit dem (BRE)2-MLP-Luc-Reporter. Ab diesem 
Punkt  wurde  wie  bereits  beschrieben  mit  BMP-7  stimuliert  und  die  resultierende 
Luziferase-Aktivität  bestimmt.  Wie  aus  Abbildung  4.16 ersichtlich  führt  sowohl  die 
Herunterregulation  von  Alk2  wie  auch  von  Alk3  zu  verminderter  Induzierbarkeit  des 
Reporter-Plasmids. 
Abbildung 4.15: Inhibition der E47 induzierten Luziferase-Expression unter Kontrolle des 
E-Box-Promoters durch BMP-7.
L6E9 wurden mit dem 5xE-Box-Luciferase-Reporter-Plasmid sowie einem Kontrollplasmid (pcDNA 3.1) 
bzw. einem E47-Expressionsplasmid transfiziert. Wo angegeben wurde mit 25 ng/ml BMP-7 über 16 h 
stimuliert bzw. Dorsomorphin (1 µM) zugegeben.
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4.1.11 siRNA  vermittelte  Herunterregulation  der  Alk2  und  Alk3 
Expression  führt  zu  verminderter  BMP-7  induzierter  Smad1/5 
Phosphorylierung und Id1-Expression
Da  es  sich  bei  dem  unter  4.1.10 beschriebenen  Versuch  mit  dem  (BRE)2-MLP-Luc-
Reporter um ein sehr artifizielles Modell handelt, wurde der Einfluss der siRNA vermittelten 
Herunterregulation von Alk2 und Alk3 auf die BMP-7 induzierte Smad1/5 Phosphorylierung 
sowie Id1-Expression überprüft.
Hierzu  wurden  L6E9 mit  den  entsprechenden  siRNA-Molekülen  transfiziert  und 
anschließend mit BMP-7 stimuliert.  Die erhaltenen Proben wurden mittels  Western Blot 
und quantitativer real-time PCR analysiert.
In  Abbildung  4.17 ist  dargestellt,  wie  die  siRNA-Behandlung  die  Smad1/5 
Phosphorylierung beeinflusst. Es ist zu beobachten, dass sowohl die Herunterregulation 
von Alk2 als auch von Alk3 zu einer verringerter Smad Phosphorylierung durch BMP-7 
führt.
Abbildung 4.16: Verringerte BMP-7 induzierte (BRE)2-MLP-Luc-Reporter Aktivität in L6E9 
durch siRNA vermittelte Herunterregulation der Typ I-Rezeptoren Alk2 und Alk3.
L6E9 wurden mit den entsprechenden siRNA-Molekülen (Kontrolle: AllStars negative control siRNA) und 
anschließend  mit  dem (BRE)2-MLP-Luc-Reporter  transfiziert.  Durch  die  verringerte  Expression  der 
Rezeptoren wird auch die durch BMP-7 induzierte Luziferase-Aktivität gemindert.
4   Ergebnisse                                                                                                                         61  
Dieses Ergebnis wird durch die in  Abbildung 4.18 dargestellten Daten der Analyse der 
Transkription des BMP-7 Zielgens Id1 bestätigt. Die Herunterregulation von Alk2 bzw. Alk3 
führt zu verminderter Transkription von Id1. Ebenfalls dargestellt ist die Herunterregulation 
der Alk2 bzw. Alk3 mRNA.
Abbildung  4.17: Verringerte BMP-7 induzierte Smad1/5 Phosphorylierung in L6E9  durch 
siRNA vermittelte Herunterregulation der Typ I-Rezeptoren Alk2 und Alk3.
L6E9 wurden zunächst mit den angegeben siRNA-Molekülen transfiziert  (Kontrollen:  AllStars negative 
control  siRNA, HiPerfect Transfektionsreagenz alleine, keine Transfektion) . Die Zellen wurden 30 min 
mit 10 ng/ml BMP-7 stimuliert, anschließend wurde die Phosphorylierung von Smad1/5 im Western Blot 
nachgewiesen.
Abbildung  4.18:  Verringerte  BMP-7  induzierte  Id1-Expression in  L6E9  durch siRNA 
vermittelte Herunterregulation der Typ I-Rezeptoren Alk2 und Alk3.
L6E9 wurden mit  den angegebenen siRNA-Molekülen transfiziert  (Kontrolle:  AllStars negative control  
siRNA), die Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml BMP-7 für 1h.
A: Herunterregulation von Alk2 mit 3 verschiedenen siRNAs.
B: Herunterregulation von Alk3 mit 3 verschiedenen siRNAs.
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4.1.12 siRNA  vermittelte  Herunterregulation  der  Smad1  und  Smad5 
Expression führt zu verminderter BMP-7 induzierter Aktivität des 
(BRE)2-MLP-Luc-Reporter-Plasmids
Wie bei der Untersuchung der Typ I-Rezeptoren wurde für die Unterscheidung von Smad1 
und Smad5 vermittelten BMP-7 Signalen siRNAs gegen die jeweiligen R-Smad-mRNAs 
eingesetzt. Die verwendeten siRNAs wurden zunächst in der quantitativen real-time PCR 
auf ihre Fähigkeit die entsprechenden Transkripte zu reduzieren getestet (nicht dargestellt, 
siehe auch 4.1.13). Da die DNA- bzw. RNA-Sequenzen von Smad1 und Smad5 eine hohe 
Homologie  aufweisen  wurde  außerdem  überprüft,  ob  die  verwendeten  siRNAs  die 
Expression  des  jeweils  anderen  Mediators  beeinflussen  (Anhang,  Abbildung  6.2).  Es 
zeigte sich, dass jeweils nur das angegeben Zielgen reguliert wird.
L6E9 wurden mit den siRNAs gegen Smad1 und Smad5 transfiziert, es folgte wie bereits 
für die Rezeptoren beschrieben die Transfektion mit dem (BRE)2-MLP-Luc-Reporter und 
die  anschließende  Stimulation  mit  BMP-7.  Sowohl  die  Herunterregulation  der  Smad1-
Abbildung 4.19: Verringerte BMP-7 induzierte (BRE)2-MLP-Luc-Reporter Aktivität in L6E9 
durch siRNA vermittelte Herunterregulation Smad1 und Smad5.
L6E9 wurden mit den entsprechenden siRNA-Molekülen (Kontrolle: AllStars negative control siRNA) und 
anschließend  mit  dem  (BRE)2-MLP-Luc-Reporter  transfiziert.  Durch  die  verringerte  Expression  der 
Rezeptoren wird auch die durch BMP-7 induzierte Luziferase-Aktivität verringert.
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Expression als auch die der Smad5-Expression führte zu geringerer BMP-7 induzierter 
Luziferase-Aktivität (Abbildung 4.19).
4.1.13 siRNA  vermittelte  Herunterregulation  der  Smad1  und  Smad5 
Expression  führt  zu  verminderter  BMP-7  induzierter  Smad1/5 
Phosphorylierung und Id1-Expression
Die Transfektion von L6E9 mit siRNAs gegen Smad1 bzw. Smad5 führte in beiden Fällen 
zu einem verringerten phospho-Smad1/5 Signal nach BMP-7 Stimulation (Abbildung 4.20). 
Dies bedeutet zum einen, dass eine BMP-7 Stimulation von L6E9 zur Phosphorylierung von 
Smad1  aber  auch  von  Smad5  führt.  Zum  anderen  kann  gezeigt  werden,  dass  der  
verwendete Antikörper beide Proteine im phosphorylierten Zustand erkennt, da das Signal 
bei Reduktion von Smad1 und Smad5 verringert wird.
Auch die BMP-7 induzierte Id1-Expression war bei Herunterregulation beider Mediatoren 
jeweils  reduziert,  wie  anhand  der  quantitativen  real-time PCR  nachgewiesen  werden 
konnte (Abbildung 4.21, Durchführung wie bei der Analyse der Rezeptoren unter 4.1.11). 
Diese  Ergebnisse  bestätigen  die  Analyse  mit  dem  (BRE)2-MLP-Luc-Reporter,  welcher 
Smad-Bindeelemente aus dem Promoter von  Id1 enthält und zeigen, dass Smad1 und 
Smad5 die Expression von Id1 regulieren.
Abbildung 4.20: Verringerte BMP-7 induzierte Smad1/5 Phosphorylierung in L6E9  durch 
siRNA vermittelte Herunterregulation von Smad1 und Smad5.
L6E9 wurden zunächst mit den angegeben siRNA-Molekülen transfiziert (Kontrollen:  AllStars negative 
control siRNA, HiPerfect Transfektionsreagenz alleine, keine Transfektion) . Die Zellen wurden 30 min 
mit 10 ng/ml BMP-7 stimuliert, anschließend wurde die Phosphorylierung von Smad1/5 im Western Blot 
nachgewiesen.
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4.1.14 BMP-7  und  TGF-β führen  zur  Phosphorylierung  der  p38-MAP-
Kinase in L6E9
Neben der Aktivierung von Smad-Proteinen, die den zentralen Teil der Signalweiterleitung 
durch  BMP-7  ausmachen,  wurde  auch  eine  BMP-7  abhängige  Aktivierung  von  MAP-
Kinasen beschrieben  [Hu et  al.,  2004].  Zur  Untersuchung der  MAP-Kinase Aktivierung 
wurden L6E9 mit TGF-β1 (0,1 ng/ml), BMP-7 (25 ng/ml) und PDGF-BB (25 ng/ml) über 
verschiedene Zeiträume von 5 bis maximal 120 min stimuliert. PDGF-BB diente bei diesen 
Versuchen als Positiv-Kontrolle, da die MAPK Signalweg Aktivierung duch PDGF in der 
Literatur bereits ausführlich beschrieben ist [Schramek et al.,  1995; Graves et al.,  1996]. 
Die Zellen wurden lysiert und mittels Western Blot Analyse unter Verwendung spezifischer 
Antikörper  auf  die  Phosphorylierung  der  MAP-Kinasen  p38  und  p44/p42  überprüft 
(Abbildung 4.22).
Abbildung  4.21:  Verringerte  BMP-7  induzierte  Id1-Expression in  L6E9  durch siRNA 
vermittelte Herunterregulation von Smad1 und Smad5.
L6E9 wurden mit den angegebenen siRNA-Molekülen transfiziert  (Kontrolle:  AllStars negative control  
siRNA), die Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml BMP-7 für 1 h.
A: Herunterregulation von Smad1 mit 3 verschiedenen siRNAs.
B: Herunterregulation von Smad5 mit 3 verschiedenen siRNAs.
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Die Stimulation mit PDGF-BB führt zu einer sehr schnellen Phosphorylierung von p38 und 
p44/p42 nach 5 und 10 min und fällt danach wieder stark ab. Sowohl die Stimulation mit  
TGF-β1  als  auch  mit  BMP-7  führt  zu  einer  Phosphorylierung  von  p38.  Die 
Phosphorylierung fällt allerdings schwächer aus als bei der Stimulation mit PDGF-BB und 
tritt  wesentlich später  (nach 60 – 120 min)  auf.  Hierbei  lässt  sich festhalten,  dass die 
Phosphorylierung bei der Stimulation mit TGF-β1 stärker ausgeprägt ist als bei Stimulation 
mit  BMP-7. Eine Phosphorylierung von p44/p42 als Antwort auch TGF-β1 bzw. BMP-7 
Stimulation konnte unter diesen Versuchsbedingungen nicht nachgewiesen werden. Die 
Expression von p38 und p44/p42 ist weitgehend von der Stimulation unbeeinflusst bzw. 
korreliert nicht mit der zu beobachtenden Phosphorylierung.
Um im Nachfolgenden die Rolle von p38 im Rahmen des BMP-7/TGF-β1 Antagonismus 
untersuchen zu können wurde die Spezifität eines p38-Inhibitors (SB203580) und eines 
p44/p42-Inhibitors  (PD98059)  überprüft.  Hierzu  wurden  L6E9 mit  dem  entsprechenden 
Inhibitor  präinkubiert  und anschließend für 5 min mit  25 ng/ml PDGF-BB stimuliert.  Es 
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit SB203580 die Phosphorylierung von p38 
verringert,  während  die  Behandlung  mit  PD98059  eine  Reduktion  der  p44/p42 
Phosphorylierung zur Folge hat.  Ein  Effekt  auf  die  jeweils  andere MAP-Kinase konnte 
Abbildung  4.22: Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen in L6E9 nach Stimulation mit 
PDGF-BB, TGF-β1 und BMP-7.
L6E9 wurden  für  die  angegebenen  Zeiträume  mit  den  angegebenen  Konzentrationen  der  Zytokine 
PDGF-BB, TGF-β1 und BMP-7 stimuliert, anschließend wurde die Phosphorylierung der MAP-Kinasen 
p38 und p44/p42 im Western Blot überprüft.
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nicht beobachtet werden (Abbildung 4.23).
4.1.15 Die TGF-β1 induzierte Expression von Ctgf in L6E9 wird von BMP-
7 inhibiert
Um Wechselwirkungen zwischen BMP-7 und TGF-β1 zu untersuchen wurde initial  der 
Einfluss von BMP-7 auf die Expression klassischer, Fibrose-assoziierter TGF-β1 Zielgene 
untersucht.
Hierzu wurde die Transkription von Ctgf, Pai-1 und Snai1 in Abhängigkeit von den beiden 
Zytokinen  via qRT-PCR analysiert.  Hierzu wurden die Zellen nur mit  einem oder einer 
Kombination  aus beiden Zytokinen behandelt.  Es  zeigte  sich,  dass BMP-7 alleine  die 
basale Expression von Ctgf vermindert. Auf die Expression von Pai-1 konnte kein Einfluss 
festgestellt werden, während die Expression von Snai1 gesteigert wird (Abbildung 4.24). 
Die Stimulation mit TGF-β1 führt bei allen drei Genen zu einer gesteigerten Transkription,  
wobei diese Steigerung bei  Ctgf von BMP-7 antagonisiert wird, während bei  Pai-1 und 
Snai1 eine zusätzliche Steigerung zu beobachten ist.
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde zur Untersuchung des TGF-β1/BMP-7-Antagonismus 
im  weiteren  Verlauf  der  Arbeit  die  Regulation  der  Ctgf-Transkription  und  -Expression 
genauer analysiert.
Abbildung 4.23: Test der verwendeten MAP-Kinase Inhibitoren.
L6E9 wurden mit den angegeben MAP-Kinase Inhibitoren behandelt und für 5 min mit 25 ng/ml PDGF-BB 
stimuliert. Es folgte die Überprüfung der p38- bzw. p44/p42-Phosphorylierung im Western Blot.
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Um die Wirkung von TGF-β1 und BMP-7 auf die Ctgf-Expression zu bestätigen, wurden 
L6E9 für 2 h mit TGF-β1, BMP-7 oder einer Kombination stimuliert und mit Dorsomorphin 
behandelt.  Mittels  Western  Blot wurde die  Ctgf  Protein-Expression  überprüft.  Wie  aus 
Abbildung 4.25 ersichtlich wird sowohl die basale als auch die von TGF-β1 induzierte Ctgf-
Expression  durch  BMP-7  abgeschwächt.  Durch  die  Behandlung  mit  dem  Inhibitor 
Dorsomorphin  wird  die  Ctgf-Expression  generell  reduziert.  Eine  Bewertung  des 
antagonistischen  Effekts  von  BMP-7  auf  die  basale  und  TGF-β1  induzierte  Ctgf-
Expression ist daher in Anwesenheit von Dorsomorphin nicht durchführbar.
Abbildung 4.24: Test des Einflusses von BMP-7 auf TGF-β1 Zielgene.
Es wurde überprüft, wie die Stimulation mit BMP-7 die Transkription der TGF-β1 Zielgene Ctgf,  Pai-1 und 
Snai1 in L6E9 beeinflusst. Es zeigte sich, dass die Expression von Ctgf durch TGF-β1 stimuliert und BMP-7 
inhibiert  wird,  während  beide  Zytokine  bei  der  Regulation  von  Pai-1  und  Snai1  stimulierend  bzw. 
synergistisch wirken.
Abbildung 4.25: BMP-7 inhibiert die basale sowie die TGF-β1 induzierte Expression von 
Ctgf.
L6E9 wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1, 25 ng/ml BMP-7 bzw. beiden Zytokinen gleichzeitig für 2 h stimuliert.  
Wo angegeben wurde ebenfalls mit Dorsomorphin inkubiert. Anschließend wurde die Ctgf-Expression im 
Western Blot überprüft.
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4.1.16 TGF-β1 reguliert die Expression von Ctgf nicht primär über die 
Alk5 vermittelte Aktivierung von Smad2 und Smad3
Wie zu Beginn gezeigt wurde hat der Einsatz des Inhibitors Dorsomorphin keinen Einfluss 
auf die TGF-β1 regulierte Aktivierung von Smad Mediatoren. Im Kontrast dazu wird durch 
den Einsatz von SB431542 sowohl die TGF-β1 induzierte Aktivierung von Smad2/3 als 
auch Smad1/5 inhibiert. Da bei der in den Versuchen eingesetzten TGF-β1 Konzentration 
von 0,1 ng/ml nur Smad2 und 3 aktiviert werden, kann durch Inhibition von Alk5 durch 
SB431542 direkt auf eine Beteiligung des Smad2/3 Signalwegs rück geschlossen werden. 
Wie in Abbildung 4.26 erkennbar hat SB431542 zwar einen leicht negativen Einfluss auf 
die  basale  Ctgf-Expression,  die  TGF-β1  abhängige  Steigerung  der  Expression  wird 
allerdings nicht durch die Behandlung mit dem Inhibitor beeinflusst. Demzufolge wird die 
Ctgf-Expression  durch  TGF-β1  nicht  primär  über  den  klassischen  Smad  Signalweg 
vermittelt.
4.1.17 Für  die  Regulation  der  Ctgf-Expression  durch  BMP-7  wird  die 
Neusynthese eines Proteins benötigt
Um den Mechanismus der Ctgf-Inhibition durch BMP-7 näher zu untersuchen wurde die 
Translation mit Cycloheximid blockiert. Unter diesen Umständen werden nur noch Gene 
reguliert,  deren  Transkriptionsfaktoren  durch  posttranslationale  Modifikationen  aktiviert 
werden und nicht selber neu synthetisiert werden müssen.
L6E9 wurden  6  h  mit  verschiedenen  TGF-β1  und  BMP-7  Konzentrationen  bzw. 
Abbildung 4.26: Abhängigkeit der Ctgf-Expression von der Behandlung mit MAP-Kinase 
Inhibitoren.
A: L6E9 wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1, 10 µl DMSO und 5 µM SB431542 behandelt.
B: L6E9 wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1, 10 µl DMSO und 5 µM SB431542 behandelt. Die mit dem Inhibitor 
bzw. DMSO behandelten Zellen wurden zeitgleich mit 0,1 ng/ml TGF-β1 stimuliert.
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Kombinationen  stimuliert  und  mit  Dorsomorphin  bzw.  Cycloheximid  behandelt. 
Anschließend wurde die RNA isoliert,  in cDNA umgeschrieben und mittels quantitativer 
real-time PCR auf die Transkription von Ctgf überprüft.
Es konnte als Grundvoraussetzung sowohl die Induktion der Ctgf-Transkription TGF-β1 als 
auch  die  inhibitorische  Wirkung  von  BMP-7  nachgewiesen  werden  (Abbildung  4.27). 
BMP-7 reduziert auch hier die  Ctgf-Transkription im Vergleich zum basalen Wert. Diese 
Inhibition wird durch Dorsomorphin und Cycloheximid aufgehoben. Aufgrund des bereits 
unter  4.1.15 beschriebenen  generellen  Einflusses  von  Dorsomorphin  auf  die  Ctgf-
Expression kann nur die Wirkung von Cycloheximid auf den regulatorischen Effekt von 
BMP-7  als  spezifisch  angesehen  werden.  Im  Rahmen  der  TGF-β1  Stimulation  führt 
Dorsomorphin zur Reduktion der  Ctgf-Transkription, die Stimulation mit BMP-7 hat dabei 
keinen zusätzlichen Einfluss. Im Gegensatz dazu hat Cycloheximid keinen Effekt auf die 
TGF-β1 induzierte  Ctgf-Transkription, hebt allerdings die BMP-7 vermittelte Inhibition der 
Abbildung  4.27:  Induktion  der  Transkription  von  Ctgf durch  TGF-β1 und  die 
antagonistische Wirkung von BMP-7.
L6E9 wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1, 25 oder 50 ng/ml BMP-7 sowie entsprechenden Kombination für 6 h 
stimuliert, wo angegeben wurde ebenfalls mit Dorsomorphin bzw. Cycloheximid inkubiert. Anschließend 
wurde die Ctgf-Transkriptionsrate mittels qRT-PCR überprüft.
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Transkription in diesem Zusammenhang auf. Schlussendlich bedeutet dies, dass TGF-β1 
die  Ctgf-Transkription  auf  direktem  Wege  reguliert,  während  BMP-7  zunächst  zur 
Neusynthese eines Proteins führt, welches anschließend die Ctgf-Regulation vermittelt.
4.1.18 Einfluss der BMP-7 Rezeptor vermittelten Smad Aktivierung auf 
die TGF-β1 induzierte Ctgf-Expression in L6E9
Zur Überprüfung, ob die Expression des Ctgf regulierenden Proteins durch BMP-7 über 
den beschriebenen Smad1/5 Signalweg vermittelt  wird, wurden L6E9 mit siRNAs gegen 
Smad1 und Smad5 transfiziert und anschließend mit BMP-7 über einen Zeitraum von 2 h 
stimuliert. Die Expression von Ctgf wurde im Western Blot analysiert (Abbildung 4.27). Es 
zeigte sich, dass die BMP-7 vermittelte Inhibition der Basalexpression von Ctgf durch die 
Herunterregulation von Smad1 bzw. Smad5 zumindest anteilig blockiert werden konnte, 
wobei dieser Effekt nicht eindeutig nachgewiesen werden kann. Ein Einfluss der siRNA-
Behandlung auf die BMP-7 vermittelte Ctgf-Inhibition nach TGF-β1 Stimulation konnte in 
diesem Versuch nicht beobachtet werden (nicht abgebildet).
Als  Bestätigung  wurde  ein  ähnlicher  Versuch  durchgeführt,  bei  dem  L6E9 nach  der 
Transfektion mit siRNA gegen Alk2, Alk3, Smad1 und Smad5 mit 0,1 ng/ml TGF-β1 und 
10 ng/ml BMP-7 stimuliert wurden. Anschließend wurde die RNA extrahiert und die  Ctgf-
Abbildung  4.28:  Einfluss  der  siRNA vermittelten  Herunterregulation  von  Smad1  und 
Smad5 auf die Inhibition der Ctgf-Expression durch BMP-7.
L6E9 wurden zunächst mit je 3 unterschiedlichen siRNAs gegen Smad1 bzw. Smad5 transfiziert und für 
2 h mit 25 ng/ml BMP-7 stimuliert. Die Ctgf Expression wurde im Westen Blot überprüft.
A: Western Blot
B: Densitometrische Auswertung von 3 durchgeführten Experimenten, normiert auf β-Aktin.
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Transkription mittels qRT-PCR überprüft (Abbildung 4.29). Auch in diesem Experiment ist 
zwar  eine  Tendenz  zur  Reduktion  des  inhibitorischen  BMP-7  Effekts  erkennbar,  eine 
eindeutige Aussage lässt sich aber aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht treffen.
4.1.19 Die  Behandlung  mit  Inhibitoren  des  MAP-Kinase  Signalweges 
führt zu verminderter Ctgf-Expression in L6E9
Eine direkte  Beteiligung von Smad3 bei  der  TGF-β1 vermittelten  Regulation  der  Ctgf-
Expression konnte ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse der Cycloheximid-Versuche 
lassen jedoch vermuten, dass die Regulation von Ctgf durch TGF-β1 auf einem direkten 
Mechanismus  beruht.  Aufgrund  dieses  Umstandes  wurde  überprüft,  ob  die  Ctgf-
Expression in L6E9 über MAP-Kinasen reguliert wird.
Hierzu  wurden  L6E9 zunächst  mit  den  Inhibitoren  der  MAP-Kinasen  p38  und  p44/p42 
präinkubiert  und  2  h  mit  TGF-β1  stimuliert.  Anschließend  wurde  der  Einfluss  der 
Inhibitoren auf die basale und die durch TGF-β1 induzierte Ctgf-Expression überprüft. Die 
Inhibition  der  MAP-Kinasen  p38  und  p44/p42  reduziert  die  basale  Ctgf-Expression 
(Abbildung 4.30 A). Unter Stimulation mit TGF-β1 bewirkt nur noch die Behandlung mit 
Abbildung 4.29: Einfluss der siRNA vermittelten Herunterregulation von Alk2 und Alk3 
sowie Smad1 und 5 auf die Inhibition der Ctgf-Transkription durch BMP-7.
L6E9 wurden mit  je  3  verschiedenen siRNAs gegen Alk2,  Alk3,  Smad1 und Smad5 transfiziert  und 
anschließend für 6 h mit den 0,1 ng/ml TGF-β1 und 10 ng/ml BMP-7 stimuliert. Anschließend wurde die 
Regulation der Ctgf-Transkription mittels qRT-PCR überprüft.
A:  Einfluss  der  Herunterregulation  der  BMP-7  Typ  I-Rezeptoren  auf  die  Regulation  der  Ctgf-
Transkription.
B:  Einfluss  der  Herunterregulation  der  BMP-7  Smad-Mediatoren  auf  die  Regulation  der  Ctgf-
Transkription.
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dem Inhibitor für p44/p42 eine Reduktion der Ctgf-Expression, während die Inhibition von 
p38 keinen sichtbaren Einfluss hat (Abbildung 4.30 B).
Es wurde weiterhin  überprüft,  ob die  parallele  Stimulation mit  BMP-7 und TGF-β1 die 
Phosphorylierung von p38 im Vergleich zur singulären Stimulation negativ beeinflusst. In  
diesem Fall konnte ein leicht synergistischer Effekt beobachtet werden (Abbildung 4.31).
Abbildung 4.31: BMP-7 inhibiert die TGF-β1 induzierte p38-Phosphorylierung nicht.
L6E9 wurden  2  h  mit  0,1  ng/ml  TGF-β1  bzw.  0,1  ng/ml  TGF-β1 und  25  ng/ml  BMP-7  behandelt, 
anschließend wurde die Phosphorylierung von p38 im Western Blot überprüft.
Abbildung 4.30: Abhängigkeit der Ctgf-Expression von der Behandlung mit MAP-Kinase 
Inhibitoren.
A: L6E9 wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1, 10 µl DMSO, 10 µM SB203580 und 10 µM PD98059 behandelt.
B: L6E9 wurden mit 0,1 ng/ml TGF-β1, 10 µl DMSO, 10 µM SB203580 und 10 µM PD98059 behandelt. 
Die mit den Inhibitoren behandelten Zellen wurden zeitgleich mit 0,1 ng/ml TGF-β stimuliert.
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5 Diskussion
Zu Beginn dieser  Arbeit  waren die  genauen Vorgänge und die  beteiligten  Rezeptoren 
sowie Mediatoren des BMP-7 Signalweges in L6E9 Myoblasten nicht genau bekannt. Im 
Zuge dieser  Arbeit  konnten  die  molekularen Mechanismen der  Signaltransduktion  von 
BMP-7-Signalen in diesen Zellen detailliert beschrieben werden.
Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  in  L6E9 die  Smad abhängige  Signalweiterleitung  von 
BMP-7 und TGF-β1 durch die Einhaltung bestimmter Versuchsparameter bereits auf der 
Stufe  der  R-Smads  differenzierbar  ist  (4.1.1 und  4.1.2).  Auch  konnte  die  selektive 
Blockierbarkeit  BMP  vermittelter  Smad  Aktivierung  durch  den  Inhibitor  Dorsomorphin 
demonstriert werden (4.1.2).
Unter  4.1.3 ist beschrieben, dass L6E9 die Typ I-Rezeptoren Alk2 und Alk3 exprimieren, 
nicht  jedoch Alk6.  In  hepatischen Sternzellen  kommen alle  3  Rezeptoren vor  (die  zur 
Klonierung verwendete mRNA wurde ursprünglich  aus HSC isoliert).  Eine ausführliche 
Recherche brachte zu Tage, dass die in der ncbi-Datenbank hinterlegte Referenz-Sequenz 
für die  Alk6-mRNA der Ratte unvollständig ist. Ihr fehlt ein großer Abschnitt am 5'-Ende, 
welcher in den Homologen bei Mensch und Maus u.a. für die Activin-Rezeptor-Domäne 
kodiert.  Eine  Rekonstruktion  der  als  full-length  bezeichneten  mRNA-Sequenz  aus  der 
genomischen Sequenz ermöglichte die Synthese spezifischer  primer,  mit denen gezielt 
zwischen  der  verkürzten  und  der  full-length Sequenz  unterschieden  werden  kann. 
Allerdings konnte für  keine der  beiden Varianten eine Expression in  L6E9 mittels  PCR 
nachgewiesen werden. Dass Alk6 in Myoblasten nicht exprimiert wird wurde bereits in der 
Literatur  beschrieben  [Akiyama et  al.,  1997].  In  der  Skelettmuskulatur  ist  die  Alk6-
Expression nur sehr gering [Nakamura et al., 2003], dieser Rezeptor kommt hauptsächlich 
im Gehirn vor  [ten Dijke et al.,  1994a].  Aufgrund dieser Tatsachen wurde der Rezeptor 
Alk6 bei den folgenden Experimenten nicht weiter berücksichtigt.
Ursprünglich war für diese Arbeit  geplant,  die potentiellen BMP-7 Rezeptoren mit  Hilfe 
biochemischer  sowie  zytochemischer  Methoden  nachzuweisen.  Zum  Zweck  der 
Antikörper-Testung  wurden  daher  die  entsprechenden  Sequenzen  kloniert  und  in 
Expressionsvektoren  eingebracht  (4.1.4).  Leider  erwiesen  sich  während  der  Arbeit 
sämtliche kommerziell erhältlichen Antikörper gegen Alk2, Alk3, Alk6, ActrIIa und ActrIIb als 
nicht kreuzreaktiv mit den verwendeten Homologen der Ratte. Lediglich für BmprII konnte 
ein Antikörper erfolgreich getestet werden. Aufgrund der übrigen Ergebnisse wurde jedoch 
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auf  den  immunologischen  Nachweis  der  Rezeptoren  im  weiteren  Verlauf  der  Arbeit 
verzichtet.  Die  hergestellten  Expressionsplasmide  wurden  dennoch  genutzt,  um  erste 
Hinweise  auf  eine  Beteiligung  der  potentiellen  Rezeptoren  an  der  BMP-7 
Signaltransduktion zu erhalten. Hierzu wurden Kotransfektionen mit dem (BRE)2-MLP-Luc-
Reporter-Plasmid durchgeführt, die resultierenden Ergebnisse sind unter 4.1.5 aufgeführt. 
Während  die  getesteten  Typ  II-Rezeptoren  alle  bereits  ein  Signal  durch  die 
Überexpression erzeugten, zeigte sich, dass von den überexprimierten Typ I-Rezeptoren 
nur  Alk3  in  der  Lage  war,  ohne  zusätzliche  Stimulation  mit  BMP-7  die  Luziferase-
Expression  zu  induzieren.  Der  Umstand,  dass  die  Überexpression  von  Alk3  ohne 
Ligandenzugabe  zu  einer  zellulären  Antwort  führt,  wurde  bereits  zuvor  in  C2C12 
beschrieben  [Akiyama et al.,  1997]. Warum dies nur auf Alk3 und nicht auf Alk2 zutrifft 
kann durch die vorliegenden Daten nicht vollständig erklärt werden. Des Weiteren zeigt 
Alk2 als Antwort auf die Stimulation mit BMP-7 in Relation zum Grundsignal die höchste 
Induktion. Diese Beobachtung kann als Bestätigung der höheren Affinität von BMP-7 zu 
Alk2, wie sie in der Literatur bereits beschrieben wurde, gewertet werden [ten Dijke et al., 
1994b].
Unter 4.1.6 ist beschrieben, dass die Stimulation mit BMP-7 in L6E9 zur Phosphorylierung 
der Mediatoren Smad1 und Smad5 führt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass durch 
die Anwendung des Inhibitors Dorsomorphin spezifisch die BMP-7 vermittelte Smad1/5-
Phosphorylierung durch BMP-7 blockiert werden kann. Dorsomorphin ist auch unter den 
Namen AMPK Inhibitor oder compound C bekannt, die korrekte chemische Bezeichnung 
lautet  6-[4-(2-Piperidin-1-ylethoxy)phenyl]-3-pyridin-4-ylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin. 
Ursprünglich  wurde  dieser  Stoff  als  spezifischer,  niedermolekularer  Inhibitor  der 
Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK) beschrieben [Zhou et al., 2001]. 
Es  konnte  allerdings  nachgewiesen  werden,  dass  BMP-spezifische  Typ  I-Rezeptoren 
ebenfalls  von  Dorsomorphin  inhibiert  werden,  ohne  den  TGF-β1  Signalweg  zu 
beeinflussen [Yu et al., 2008].
Obwohl generell in primären Fibroblasten von Sklerodermie Patienten (SSc) eine Induktion 
von CTGF über SMAD1-Aktivierung beschrieben wurde [Pannu et al., 2007; Pannu et al., 
2008], ist anzunehmen, dass die Inhibition der Ctgf-Expression durch Dorsomorphin nicht 
durch  den  Einfluss  auf  den  Smad1/5  Signalweg  bewirkt  wird.  In  diesem  Fall  müsste 
BMP-7 durch die Aktivierung von Smad1/5 zu einer erhöhten Ctgf-Expression führen, was 
jedoch  nicht  beobachtet  werden  konnte.  Zudem  wurde  keine  Reduktion  der  Ctgf-
Expression nach siRNA vermittelten knock-down von Smad1 und Smad5 festgestellt. Der 
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Effekt von Dorsomorphin auf die  Ctgf  Transkription könnte folglich auf der Inhibition des 
AMP-Kinase  Signalweges  beruhen,  wobei  ein  entsprechender  Zusammenhang  aktuell 
nicht mit Literatur belegbar ist.
Auf  die  Analyse  der  erforderlichen  Rezeptoren  folgte  mit  Hilfe  des  (BRE)2-MLP-Luc-
Reporters  die  Überprüfung,  ob  die  Signaltransduktion  von  BMP-Signalen  in  L6E9 
vollständig abläuft (4.1.7). Es zeigte sich, dass sowohl durch Stimulation mit BMP-2 als 
auch mit BMP-7 eine Antwort, d.h. die Expression der Luziferase, erzeugt werden konnte. 
Gleichzeitig wurde mit Hilfe eines spezifischen Inhibitors der Typ I-Rezeptoren Alk2, Alk3 
und Alk6,  Dorsomorphin,  gezeigt,  dass die  Signalweiterleitung wie erwartet  über diese 
Rezeptoren  erfolgt  [Yu et  al.,  2008].  Die  Verwendung  eines  Inhibitors,  welcher  die 
typischen TGF-β1 Rezeptoren Alk4,  Alk5  und Alk7  blockiert  (SB431542),  hatte  keinen 
Einfluss auf die Induktion der Luziferase-Aktivität durch BMP-7 [Inman et al., 2002]. Auch 
die  Überexpression  der  R-Smads  Smad1 und  Smad5 führte  zu  erhöhter  Aktivität  des 
(BRE)2-MLP-Luc-Reporters (Abbildung 4.11). Der Effekt war bei der Überexpression von 
Smad5 deutlich höher als bei der Überexpression von Smad1. Da sich beide Plasmide 
jedoch schon durch das verwendete Vektor-Rückgrat unterscheiden (siehe auch 3.1.7) ist 
dieser  Unterschied  nicht  als  besonders  gewichtig  anzusehen.  Dieses  Ergebnis  lässt 
lediglich  den  Schluss  zu,  dass  Smad1  und  Smad5  bei  der  Transduktion  von  BMP-7 
Signalen in L6E9 eine Rolle spielen. Außerdem konnte bestätigt werden, dass Smad1 und 
Smad5 in der Lage sind, an ein BRE zu binden und zur Genexpression führen [Monteiro 
et al., 2004]. Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass L6E9 in der Lage sind, 
BMP-7 Signale entsprechend zum Zellkern weiterzuleiten. Auch die Rezeptorspezifität des 
Liganden wurde bestätigt.
Unter 4.1.8 ist beschrieben, dass die Stimulation von L6E9 mit BMP-7 zur Expression der 
BMP-Zielgene Id1,  Id2 und Id3 führt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass durch die 
Inkubation mit Dorsomorphin analog zur Blockierung der Smad Phosphorylierung auch die 
Zielgenexpression durch BMP-7 inhibiert.
Eine weitere Bestätigung der Regulation von Id-Proteinen durch BMP-7 in L6E9 ist unter 
4.1.9 beschrieben.  Hier  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Stimulation  mit  BMP-7  zur 
Inhibition der E47 induzierten Aktivität des 5xE-Box-Luciferase-Reporters führt. Die E-Box 
ist eine spezifische DNA-Sequenz (CANNTG) und liegt in der Promoter-Region eines E-
Box  responsiven  Gens.  Die  Bindung  eines  basic-helix-loop-helix (bHLH) 
Transkriptionsfaktors an das E-Box Motiv führt zur verstärkten Expression des Zielgens. 
Diese Bindung wird durch ID-Proteine inhibiert  [Yokota & Mori, 2002]. Im Versuch wurde 
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E47  als  bHLH  Transkriptionsfaktor  zusammen  mit  dem  5xE-Box-Luciferase-Reporter 
kotransfiziert, was zur E47 induzierten Expression der Luziferase führte. Die Stimulation 
mit BMP-7 hatte die Expression von Id-Proteinen zur Folge, welche wiederum die Bindung 
von  E47  an  die  E-Box-Sequenzen  des  Reporter-Plasmids  inhibierten.  Dieser  Versuch 
kann  als  Bestätigung  der  bereits  unter  4.1.8 beschriebenen  BMP-7  regulierten  Id-
Expression gewertet werden, wobei keine Unterscheidung getroffen werden kann, welche 
Id-Proteine  (Id1,  Id2  oder  Id3)  im  Einzelnen  durch  BMP-7  induziert  werden  und  die 
Inhibition vermitteln.
Um schließlich eine Unterscheidung treffen zu können, welche Typ I-Rezeptoren bzw. R-
Smads an der BMP-7 Signalweiterleitung in L6E9 beteiligt sind, wurden Untersuchungen 
mit spezifischen siRNAs gegen die einzelnen Rezeptoren bzw. Mediatoren durchgeführt.
Die Herunterregulation von Alk2 und Alk3 führt jeweils zur verminderten Induzierbarkeit  
des  (BRE)2-MLP-Reporters  durch  BMP-7  (4.1.10).  Dieser  Effekt  konnte  mit  jeweils  3 
verschiedenen  siRNAs  gezeigt  werden  (Abbildung  4.16).  Die  Inhibition  der  BMP-7 
Signalweiterleitung wurde durch die Untersuchung der Smad1/5 Phosphorylierung sowie 
der  Id1-Transkription  nach  BMP-7  Behandlung  bestätigt  (4.1.11).  Die  Beobachtungen 
legen nahe, dass BMP-7 nach Bindung an einen Typ II-Rezeptor sowohl von Alk2 als auch 
von Alk3 erkannt und gebunden werden kann. Bisher wurde vor allem Alk2 als primärer 
BMP-7 Rezeptor beschrieben [Aoki et al., 2001], wobei die Bindungseigenschaften je nach 
Zelltyp sehr unterschiedlich sein können und auch Alk3 als Typ I-Rezeptor dienen kann 
[ten  Dijke et  al.,  1994b].  Aufgrund  von Untersuchungen  an humanen mesenchymalen 
Stammzellen kann davon ausgegangen werden, dass ALK2 und ALK3 homodimere und 
keine heterodimeren Rezeptorkomplexe bilden  [Lavery et  al.,  2008].  Dies könnte auch 
begründen, warum bei separatem  knock-down von Alk2 und Alk3 kein augescheinlicher 
Effekt  auf  die  BMP-7  vermittelten  Inhibition  der  Ctgf  Expression  beobachtet  werden 
konnte, da nicht alle Rezeptorkomplexe auf diese Weise beeinflusst werden konnten. Die 
vorliegenden  Daten  führen  zu  dem Schluss,  dass  in  L6E9 Alk2  und  Alk3  eine  ähnlich 
gewichtete Rolle bei der Erkennung von BMP-7 Signalen spielen.
Für  Smad2 und Smad3 ist  mittlerweile klar belegt,  dass diese sich in Aktivierung und 
Funktion unterscheiden [Brown et al., 2007]. Entsprechende Daten für Smad1 und Smad5 
wurden bislang nicht publiziert, wahrscheinlich unterscheiden sich aber auch diese beiden 
Mediatoren in Regulation und Funktion. Aus diesem Grund sollte mit spezifischen siRNAs 
in entsprechenden Versuchen unterschieden werden.
Die  Ergebnisse dieser  Versuche sind  unter  4.1.12 und  4.1.13 beschrieben.  Auch hier 
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zeigte die Herunterregulation beider Mediatoren eine Verringerung der Induzierbarkeit des 
(BRE)2-MLP-Luc-Reporters (Abbildung 4.19) und der BMP-7 induzierten Id1-Transkription 
(Abbildung 4.21). Besonders interessant ist das Ergebnis der Untersuchung der Smad1/5-
Phosphorylierung  nach  siRNA-Behandlung  (Abbildung  4.20).  Durch  diesen  Versuch 
konnte  direkt  gezeigt  werden,  dass  sowohl  Smad1  als  auch  Smad5  durch  BMP-7 
phosphoryliert werden, da der verwendete Antikörper beide Proteine im phosphoryliertem 
Zustand erkennt. Das die Stimulation mit BMP-7 zur Phosphorylierung von Smad1 und 
Smad5 führen kann, ist bereits mehrfach beschrieben [Tamaki et al., 1998]. Aufgrund der 
vorliegenden Ergebnisse ist anzunehmen, dass die Weiterleitung von BMP-7 Signalen in 
L6E9 über die Smad-Mediatoren erfolgt.
In  Abbildung  5.1 ist  ein  zusammenfassendes  Modell  des  BMP-7  Signalweges  über 
Smad1/5 in L6E9 dargestellt.
Unter 4.1.14 ist außerdem beschrieben, dass sowohl TGF-β1 als auch BMP-7 in der Lage 
sind, in BMP-7 die Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 zu induzieren. Dass die Signale 
beider  Zytokine  auch  über  den  MAP-Kinase  Signalweg  vermittelt  werden  können  ist 
bereits bekannt [Hu et al., 2004; Xie et al., 2005; Wang et al., 2009]. Eine Aktivierung der 
p44/p42 MAP-Kinase konnte  allerdings,  wenn auch in  der  Literatur  beschrieben,  nicht 
beobachtet werden. Zusätzlich zu den abgebildeten Ergebnissen wurde eine eventuelle 
Abbildung 5.1: Modell des BMP-7 Signalweges in L6E9.
BMP-7 wird nach Bindung an einen Typ II-Rezeptor durch Alk2 und/oder Alk3 erkannt und gebunden 
Smad1  und/oder  Smad5  werden  vom  Typ  I-Rezeptor  rekrutiert  und  phosphoryliert  und  regulieren 
anschließend als Transkriptionsfaktoren die Genexpression, u.a. werden Id1, Id2 und Id3 hochreguliert.
5   Diskussion                                                                                                                          78  
Beteiligung der MAP-Kinase Jnk untersucht.  Hier zeigte sich jedoch, dass L6E9 dieses 
Protein nicht exprimieren. Dieser Umstand ist ebenfalls durch aktuelle Literatur belegbar 
[Rodríguez-Barbero et al., 2006].
Wie unter 2.2 dargelegt gibt es zahlreiche Erkrankungen bzw. Modellsysteme, bei denen 
TGF-β1 und BMP-7 als Antagonisten wirken. Im Kontext der Leberfibrose, insbesondere 
bei  der  Transdifferenzierung von HSC zu MFB bzw.  der  damit  verbundenen erhöhten 
Expression von Matrix-Proteinen, ist die Rolle von BMP-7 aktuell noch umstritten. Unter 
anderem sollte in der vorliegenden Arbeit geklärt werden, ob BMP-7 in einem Modell für 
MFB, den L6E9, einen antagonistischen Effekt auf TGF-β1 Signale hat.
Hierzu  wurde  zunächst  die  Expression  verschiedener  Fibrose  assoziierter  TGF-β1 
Zielgene auf veränderte Expression nach Stimulation mit BMP-7 untersucht. Dabei stellte 
sich heraus, dass Ctgf sowohl basal als auch bei Kostimulation mit TGF-β1 durch BMP-7 
herunter reguliert werden konnte (Abbildung 4.24). Die außerdem untersuchten Zielgene 
Pai-1 und  Snai1 wurden jeweils nicht negativ durch BMP-7 reguliert.  Die Transkription 
wurde jedoch jeweils durch die Applikation von TGF-β1 induziert und durch Kostimulation 
mit BMP-7 noch gesteigert. Im Falle von Pai-1 kann dieser Umstand eventuell durch die 
osteogene  Differenzierung,  die  durch  BMP-7 in  L6E9 induziert  wird,  erklärt  werden.  In 
Osteoblasten führt die Stimulation mit BMP-7 zu einer erhöhten Pai-1 Expression [Yeh et 
al.,  2001]. Da BMP-7 alleine in L6E9 allerdings keinen Effekt hat liegt hier vermutlich ein 
anderer Mechanismus zu Grunde. Der beobachtete Synergismus bei der Regulation der 
Snai1-Transkription lässt sich eventuell dadurch begründen, dass BMPs in der Lage sind 
im Laufe der Entwicklung snail bzw. slug Gene zu induzieren, während TGF-β1 explizit zur 
Expression von Snail in HSC führen kann  [Nieto, 2002]. Eine synergistische Regulation 
von  SNAI1  durch  beide  Liganden  kann  auch  in  humanen  renalen  Epithelzellen 
angenommen werden, da in diesen Zellen sowohl BMP-7 als auch TGF-β1 die Expression 
von  E-Cadherin  reprimieren  [Veerasamy et  al.,  2009].  Snail  gilt  dabei  als  typischer 
Repressor der E-Cadherin Expression, z.B. im Rahmen der EMT [Cano et al., 2000].
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Regulation der Ctgf-Expression durch TGF-β1 
und  BMP-7  detaillierter  untersucht.  Wie  in  Abbildung  4.25 dargestellt  kann  auch  auf 
Protein-Ebene eine  Verringerung der  basalen und TGF-β1 induzierten  Ctgf-Expression 
durch BMP-7 beobachtet werden. Bei Applikation des Inhibitors Dorsomorphin fiel jedoch 
auf, dass dieser einen generellen inhibitorischen Effekt auf die Ctgf-Expression hat. Dieser 
Effekt kann aktuell jedoch nicht erklärt werden und ist vermutlich auf eine unspezifische 
Wirkung der Substanz zurückzuführen.
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Wie unter  4.1.16 dargelegt wird die TGF-β1 induzierte Ctgf-Expression nicht durch den 
Alk5 Inhibitor SB431542 reduziert. Hieraus kann geschlossen werden, dass die Regulation 
der  Ctgf-Expression  durch  TGF-β1  nicht  über  den  klassischen  Smad2/3  Signalweg 
vermittelt  wird,  da  für  diesen  bereits  gezeigt  werden  konnte,  dass  SB431542  zur 
vollständigen Blockade der Signalweiterleitung führt.
Die Regulation der Ctgf-Expression durch BMP-7 konnte mit Hilfe der quantitativen  real  
time-PCR  bestätigt  werden  (Abbildung  4.27).  Außerdem  konnte  hierbei  aufgrund  von 
Versuchen mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid gezeigt werden, dass die BMP-7 
vermittelte  Inhibierung der  Ctgf-Expression abhängig von einer  Proteinneusynthese ist. 
Dies  bedeutet,  dass  BMP-7  zunächst  zur  Expression  eines  Proteins  führt,  welches 
wiederum die Ctgf-Expression negativ beeinflusst. Die TGF-β1 vermittelte Stimulation von 
Ctgf  wird  jedoch  von  Cycloheximid  nicht  beeinflusst,  so  dass  hier  auf  eine  direkte 
Regulation geschlossen werden kann.
Es wurde weiterhin untersucht, ob die siRNA vermittelte Herunterregulation von Smad1 
und Smad5 den Einfluss von BMP-7 auf die Ctgf-Expression verringert. Die Behandlung 
mit siRNAs gegen Smad1 und Smad5 hebt die Inhibierung der basalen Ctgf-Expression 
durch  BMP-7 teilweise  auf  (Abbildung 4.28).  Auch auf  transkriptioneller  Ebene konnte 
beobachtet  werden,  dass  Herunterregulation  von  Alk2,  Alk3,  Smad1  und  Smad5 
zumindest tendenziell zu einer Verminderung der BMP-7 vermittelten Inhibition sowohl der 
basalen  als  auch  der  TGF-β1  induzierten  Ctgf-Expression  führt  (Abbildung  4.29). 
Allerdings sind die vorliegenden Ergebnisse nicht  vollständig eindeutig,  mit  den aktuell  
zugänglichen Methoden ist  zumindest unter den gewählten Rahmenbedingungen keine 
genauere Analyse möglich. Insgesamt ist es jedoch wahrscheinlich, dass die Regulation 
der Ctgf-Expression durch BMP-7 über den beschriebenen Smad1/5 Signalweg vermittelt 
wird.
Wie bereits  erwähnt wird die Induktion der  Ctgf-Transkription durch TGF-β1 vermutlich 
nicht durch den Smad2/3 Signalweg oder Smad1 vermittelt, was eine Regulation über den 
alternativen MAP-Kinaseweg wahrscheinlich macht.
Die  Behandlung  von  L6E9 mit  den  MAP-Kinase-Inhibitoren  zeigte,  dass  sowohl  die 
Inhibition von p38 als auch von p44/p42 eine Reduktion der basalen Ctgf-Expression zur 
Folge hatte (Abbildung 4.30 A). Bei gleichzeitiger Stimulation mit TGF-β1 konnte nur noch 
ein Effekt des p44/p42-Inhibitors beobachtet werden (Abbildung 4.30 B). Ein Einfluss des 
MAP-Kinase-Wegs auf die Ctgf-Expression kann daher als gesichert betrachtet werden. In 
primären Osteoblasten der Ratte konnte gezeigt werden, dass für die Induktion der Ctgf-
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Expression durch TGF-β1 die intakte Signalweiterleitung über Smad3, p44/p42 und Src 
(Sarcoma) notwendig ist, wobei Src als upstream Regulator von p44/p42 agiert [Arnott et  
al.,  2008].  Eine Beteiligung weiterer Mediatoren an der Regulation der Ctgf-Expression 
durch  TGF-β1  und  BMP-7  kann  aufgrund  der  vorliegenden  Ergebnisse  nicht 
ausgeschlossen werden.
Es wurde außerdem überprüft, ob BMP-7 einen direkten Einfluss auf die Phosphorylierung 
von p38 durch TGF-β1 hat. Hierbei konnte jedoch lediglich eine leichte Verstärkung der 
Phosphorylierung  beobachtet  werden,  was  durch  die  Tatsache,  dass  beide  Zytokine 
alleine bereits zur p38 Phosphorylierung führen, erklärt werden kann (Abbildung 4.31).
Dass der Einfluss von BMP-7 auf die Ctgf-Expression von der Neusynthese von Proteinen 
abhängt,  wurde  bereits  erwähnt.  Da  BMP-7  typischerweise  die  Expression  von  Id-
Proteinen  stimuliert,  und  diese  die  Bindung  von  bHLH-Transkriptionsfaktoren  an  das 
E-Box Motiv inhibieren, wurde der  Ctgf-Promoter auf ein solches Motiv hin untersucht. 
Tatsächlich  findet  sich  ein  putatives  E-Box  Motiv  an  den  Positionen  -531  bis  -536 
(Abbildung  5.2).  Ein  möglicher  inhibierender  Mechanismus  könnte  also  über  die 
Expression  von  Id-Proteinen  und  deren  Bindung  an  ein  unbekanntes  bHLH-Protein 
funktionieren. Die antifibrotische Wirkung der BMP-7 vermittelten Id2-Expression wurde 
bereits in der Literatur beschrieben [Saika et al., 2006].
Abbildung 5.2: Sequenz des Ctgf-Promoters.
Rechts sind die Positionen der Basen relativ zum Transkriptionsstart angegeben. Unterstrichen ist ein 
putatives E-Box Motiv. 
Quelle: Transcriptional Regulatory Element Database, Cold Spring Harbour Lab (http://rulai.cshl.edu/cgi-
bin/TRED), Sequenz: Accession-No. NW_047548.2
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In Abbildung 5.3 sind mögliche Interaktionen von BMP-7 und TGF-β1 bei der Regulation 
von Ctgf in L6E9 zusammengefasst.  Als wahrscheinlich kann dabei angesehen werden, 
dass BMP-7 über den Smad1/5 Signalweg zur Expression eines Proteins führt, welches 
inhibierend  auf  die  Ctgf-Transkription  wirkt.  Die  unter  den  Versuchsbedingungen 
vorhandene basale Ctgf-Expression ist  dabei  sowohl  über den Smad2/3-Signalweg als 
auch  über  die  MAP-Kinasen  p38  und  p44/p42  vermittelt.  Außerdem  konnte  gezeigt 
werden,  dass  TGF-β1  über  p38  die  Ctgf-Expression  induziert,  während  Smad2  und 
Smad3 in diesem Kontext höchstens eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen. Die 
Inhibition durch das BMP-7 regulierte Protein findet dabei  downstream der Smad3- bzw. 
MAP-Kinase-Phosphorylierung  statt.  Auch  eine  direkte  Beeinflussung  der  Transkription 
von Ctgf wäre möglich, wenn das von BMP-7 regulierte Protein z.B. als Repressor wirkt.
Abbildung  5.3: Modell der Interaktion zwischen BMP-7 und TGF-β1 bei der Regulation 
der Ctgf-Expression in L6E9.
TGF-β1  vermittelt  die  Hochregulation  von  Ctgf über  den  MAP-Kinase-Weg,  wahrscheinlich  über 
Phosphorylierung  von  p38.  BMP-7  reguliert  die  Expression  eines  unbekannten  Proteins,  welches 
inhibierend  auf  die  basale  und  TGF-β1  induzierte  Ctgf-Expression  wirkt.  Die  Inhibition  findet  dabei 
downstream der Smad- bzw. MAP-Kinase-Phosphorylierung statt.
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Fazit
In der vorliegenden Arbeit konnten die genauen Details des BMP-7 Signalwegs in L 6E9 
aufgeklärt werden. Es konnten auch wichtige Erkenntnisse über die Wechselwirkungen 
von BMP-7 und TGF-β1 bei  der  Fibrose-bezogenen Genregulation gewonnen werden. 
Eine wichtiger Punkt ist hierbei, dass die antagonistischen oder synergistischen Effekte 
dabei nicht über einen allgemeinen Mechanismus vermittelt werden. Vielmehr ist aufgrund 
der vorliegenden Ergebnisse davon auszugehen, dass die Interaktionen jeweils spezifisch 
für  das  regulierte  Zielgen  sind.  Im  Falle  von  Ctgf  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
Regulation sehr komplex abläuft und nicht nur den klassischen TGF-β1 Signalweg betrifft.
Für  weiterführende  Studien  ist  es  daher  sinnvoll,  dass  zunächst  die  in  die  TGF-β1 
Signaltransduktion  involvierten  Signalwege  in  L6E9 aufgeklärt  werden.  Weiterhin  sollte 
untersucht  werden,  welche Gene in  diesen Zellen  durch  TGF-β1 und BMP-7 reguliert 
werden bzw.  bei  welchen dieser  Gene eine  Wechselwirkung von beiden Zytokinen zu 
beobachten  ist.  Idealerweise  sollte  hierzu  zunächst  eine  Genexpressionsanalyse, 
beispielsweise  mittels  eines DNA-Arrays,  durchgeführt  werden.  Anschließend kann die 
genaue Regulation einzelner Gene untersucht werden.
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6 Anhang
Abbildung  6.1: Vergleich der mRNA-Sequenzen von  Alk6 der Ratte (Referenz-Sequenz 
und full-length), der Maus und des Menschen. 
* markieren homologe Nukleotide.
Erstellt mit ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).
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Abbildung  6.2:  Überprüfung  der  Spezifität  der  siRNAs  gegen  Smad1  und 
Smad5
Wegen der hohen Homologie der Smad1- und Smad5-Sequenzen wurde die Spezifität der 
verwendeten siRNAs gegen ihr jeweiliges Zielgen überprüft.
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